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CAPITULO 1
EXPOSICION GENERAL DEL
PROBLEMA A INVESTIGAR
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La composición química y las características biológicas de la carne y de
la leche, las convierten en un excelente medio de cultivo microbiano.
Bacterias, mohos y levaduras desempeñan un papel fundamental en la
alteración y, por ello, la conservación de la leche y de la carne persigue
minimizar o inhibir la actividad y el crecimiento microbiano. De los diversos
procedimientos tecnológicos empleados para retardar los cambios alterativos y
prolongar la vida útil de los alimentos (aplicación de frío, tratamientos
térmicos, adición de sustancias químicas, utilización de atmósferas
modificadas, irradiación, etc.), la refrigeración constituye, sin lugar a dudas,
el método de conservación más generalizado (Lambert y col., 1991; Jay,
1992a).
Si bien el empleo de sistemas de refrigeración para el almacenamiento de
la leche cruda en las granjas, en los centros comarcales de recogida, en el
transporte e incluso en las centrales lecheras, permite prolongar su vida útil,
también favorece la proliferación de bacterias psicrotrofas Gram-negativas,
de las que el género Pseudomonas representa, generalmente, más del 50% de
los aislamientos. La especie de este género más frecuentemente aislada es Ps.
fluorescens (Cousín, 1982).
A temperaturas de refrigeración, muchas bacterias psicrotrofas
producen enzimas exocelulares termoestables. Aunque las formas vegetativas
se destruyen por los tratamientos térmicos, las proteasas y lipasas exocelulares
permanecen activas en la leche y no se destruyen totalmente por el calor
(Adams y Brawley, 1981; Patel y col., 1983). La presencia de concentraciones
elevadas de estos enzimas en la leche cruda origina problemas de gelificación
y de aparición de sabores amargos, tanto en las leches esterilizadas como en
otros productos lácteos (Downey, 1980; Fairbairn y Law, 1986). En la leche
cruda refrigerada hay una relación directa entre número de bacterias
psicrotrofas y actividad enzimática (Adams y col., 1975). La presencia en la
leche cruda de una concentración de bacterias psicrotrofas del orden de 106
ufc/ml, suele ser suficiente para que los exoenzimas que liberan originen
defectos en las leches conservadas y en otros productos lácteos (Law, 1979;
Downey, 1980; Baker, 1983).
La refrigeración durante el almacenamiento de la carne fresca prolonga
su vida útil durante un tiempo generalmente suficiente para que llegue a las
EXPOSICION GENERAL 3
industrias transformadoras o al consumidor en condiciones adecuadas. Sin
embargo, la carne almacenada en refrigeración se altera inevitablemente al
desarrollarse los microorganismos que proliferan a bajas temperaturas. La
mayoría de los microorganismos alterantes de la carne proceden,
fundamentalmente, de contaminaciones posteriores al sacrificio, debidas al
contacto de las canales con el utillaje, el agua, el aire, las manos y la ropa de
los manipuladores, contaminados a su vez a partir del contenido intestinal y
heces durante las operaciones de carnización animal (Nottingham, 1982). En
la carne fresca, se consideran índices de buena manipulación higiénica de las
canales los que no exceden de 103 ufc/cm2 (Gilí, 1982). Al igual que sucede
con la leche, si la carne se conserva en refrigeración, son los
microorganismos psicrotrofos pertenecientes al género Pseudomonas los
principales responsables de su alteración (McMeekin, 1982; Dainty y col.,
1983). La alteración en aerobiosis de la carne refrigerada se caracteriza por
la aparición de olores anómalos y limosidad superficial, lo que ocurre cuando
la carga bacteriana se sitúa entre lO~ y 108 ufc/cm2 (Ayres, 1960; Jngram y
Dainty, 1971).
El desarrollo y puesta a punto de un método eficaz, rápido y barato que
detecte y cuantifique la flora psicrotrofa contaminante de la carne y de la
leche refrigeradas tendría un interés extraordinario, no sólo para indicar la
posible presencia de enzimas exocelulares alterantes, sino también para
evaluar la calidad microbiológica de estos alimentos.
Las técnicas microbiológicas utilizadas en el control de calidad de los
alimentos han cambiado en los últimos años. Los métodos convencionales, que
incluyen fundamentalmente los recuentos microbianos en placas, presentan el
inconveniente de exigir mucho tiempo para la obtención de resultados. En la
actualidad, la utilización cada vez más frecuente de sistemas de control de la
calidad basados en el análisis de riesgos y en la identificación y control de
puntos críticos (ARICPC), así como el empleo de planes de muestreo
estadísticamente correctos, requieren el análisis de un gran número de
muestras y la obtención inmediata de resultados que permitan aplicar acciones
correctivas rápidas en la cadena de fabricación. Estas razones han impulsado
el desarrollo de nuevos métodos rápidos de análisis microbiológico de los
alimentos (Firstenberg-Eden y Sharpe, 1991).
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Las pruebas rápidas desarrolladas para predecir la calidad
microbiológica de los alimentos utilizan técnicas de impedimetría (Bishop y
col., 1984; Bishop y White, 1985), turbidimetría (Mattila, 1987; Mattila y
Alivehmas, 1987), epifluorescencia (Pettipher y Rodriguez, 1982),
bioluminiscencia (Bishop y White, 1986) y otras, como por ejemplo la prueba
del Limulus (May y col., 1989) y el ensayo de la actividad aminopeptidásica
bacteriana (Pérez de Castro y col., 1989). Si bien la mayoría de estas técnicas
poseen una adecuada sensibilidad y reproducibilidad, requieren la utilización
de equipos instrumentales sofisticados que, junto con el elevado coste de los
reactivos, limitan su utilización.
Actualmente, entre las técnicas de reciente aplicación al análisis
microbiológico de los alimentos se encuentran las inmunológicas. La utilidad
de estas técnicas se ha demostrado en el análisis rutinario de los alimentos
debido a su sensibilidad, especificidad, rapidez y bajo coste (Candlish, 1991).
Por ello, en el presente trabajo se propone el empleo de dichas técnicas para
evaluar la calidad microbiológica de la leche y de la carne refrigeradas.
Las bacterias Gram-negativas poseen en su membrana externa numerosas
proteínas, de las que algunas son iguales en especies de un mismo género e
incluso en las de géneros distintos. Así, Geyer y col., (1979) comprobaron
que los inmunosueros obtenidos frente a proteínas de la membrana externa de
Salmonella typhimurium reconocían proteínas de Escherichia coli y Shigella
sp. Además, son muchos los estudios que indican que la membrana externa de
Pseudomonas Qeruginosa contiene una porina (proteína F), que
antigénicamente muestra bastantes analogías en todas las cepas de Ps.
aeruginosa analizadas (Woodruff y col., 1986). Basándonos en esta
información, y dado que la mayor parte de los microorganismos que
constituyen la flora psicrotrofa de los alimentos pertenecen al género
Pseudomonas y que su especie más frecuente es Pseudomonas fluorescens, se
ha procedido al aislamiento, purificación y caracterización parcial de la
proteína F de Ps. fluorescens AH-70 (1). Una vez purificada y caracterizada,
se ha inoculado a conejos para obtener los correspondientes anticuerpos
policlonales anti-proteína F que permitan, mediante el desarrollo de las
técnicas inmunológicas adecuadas, evaluar la calidad microbiológica de la
leche y de la carne cruda refrigeradas.
(1) Se ti-ata de una cepa aislada en nuestro Departamento por Azcona y col., en 1988.
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Asimismo se sabe desde hace algunos años (Stya y col., 1984; Islam y
Stimson, 1987; Paterson y Tiffin, 1988; Wong, 1990) que en la detección
inmunológica de microorganismos pueden utilizarse como inmunógenos
células bacterianas enteras. Por ello, otra aproximación metodológica de este
trabajo ha consistido en la inmunización de un segundo lote de conejos con
células activas de Ps. fluorescens AH-70, con el fin de obtener los
correspondientes anticuerpos policlonales anti-pared celular (anti-PC). Dado
que estos anticuerpos se han obtenido frente a numerosos componentes
antigénicos de la pared celular bacteriana, es natural que muestren un espectro
de detección más amplio.
Para alcanzar los objetivos descritos, primero se han tenido que
conseguir los siguientes:
1. Aislamiento por ultracentrifugación de las proteínas mayoritarias de
la membrana externa de varias cepas de Rs. fluorescens.
2. Caracterización de las proteínas aisladas por electroforesis en geles
de poliacrilamida con dodecil sulfato sódico (SDS-PAGE).
3. Purificación de la proteína F de Rs. fluorescens AH-70 utilizando
técnicas de cromatografía de filtración en geles.
4. Inmunización de dos lotes de conejos, uno con proteína F de Ps.
fluorescens AH-70 y otro con una concentración adecuada de células vivas de:
la misma cepa, para obtener los correspondientes inmunosueros anti-proteína
F y anti-pared celular.
5. Estudio de la capacidad de los inmunosueros de reconocer distintas
cepas de Rs. fluorescens y de otras bacterias psicrotrofas, utilizando diversas
variantes inmunoenzimáticas (ELISA).
6. Utilización de los anticuerpos anti-PF y anti-PC para evaluar la
calidad microbiológica de la leche y de la carne cruda refrigeradas.
CAPITULO II
INTROD UCCION
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11.1. MICROBIOLOGíA DE LA LECHE CRUDA
11.1.1. FLoRA PSICROTROFA
La capacidad de algunos microorganismos de desarrollarse a bajas
temperaturas se conoce desde hace más de 100 años. En 1887, el Dr. J.
Forster, profesor de bacteriología en la Eacultad de Medicina de la
Universidad de Amsterdam, fue el primero en demostrar el crecimiento
bacteriano a 00C, al observar que algunas bacterias se multiplicaban en el agua
helada de los canales de Amsterdam. En 1923, Brooks y l-lansford observaron
que ciertos hongos se desarrollaban en la carne almacenada a 60C. Aunque el
término “psicrófilo” no lo propuso Schmidt-Nielsen hasta 1902, la definición
y la terminología empleadas para designar a los microorganismos que crecen
y se multiplican a temperaturas de refrigeración y menores, ha sido objeto de
polémica. A diferencia de los términos “mesófilo” y “termófilo”, que definen
a los microorganismos según su temperatura óptima de crecimiento, el
término “psicrófilo” se ha utilizado atendiendo a numerosos criterios. Muchos
autores han clasificado como psicrófilos a los que crecen a 00C, sin tener en
cuenta su temperatura óptima de crecimiento. Así, Ingraham y Stokes (1959)
y Stokes (1963) definen como psicrófilos a los que se desarrollan a 00(2
formando colonias macroscópicamente visibles en un periodo de una o dos
semanas. Sin embargo, otros autores opinan que para denominar psicrófilos a
los microorganismos, debe incluirse su temperatura óptima de crecimiento.
Actualmente, y según el criterio más aceptado, se denominan
microorganismos “psicrófilos” a los que tienen una temperatura óptima de
crecimiento de 150C o inferior, crecen hasta los 200C y se multiplican a 00C o
menos (MoÑa, 1975).
En 1960, Eddy sugirió la utilización del término “psicrotrofo” para
definir las bacterias que crecen en la proximidad de 00C, independientemente
de cuál sea su temperatura óptima de crecimiento. De acuerdo con este
criterio, se consideran psicrotrofos a los microorganismos que, aunque
clasificables como mesófilos con respecto a su temperatura óptima de
crecimiento, forman colonias visibles en un tiempo de 7-10 días a
temperaturas comprendidas entre O y 100C (Kraft y Rey, 1979).
No se conocen bien los mecanismos por los que los microorganismos
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psicrófilos y psicrotrofos se desarrollan a temperaturas bajas, pero se sabe que
poseen enzimas y sistemas formadores de enzimas que difieren de los de otros
microorganismos al ser activos a temperaturas de refrigeración, poseyendo
también membranas celulares que permiten el transporte de sustratos debido a
un mecanismo adaptativo de sus lipidos a las temperaturas bajas (Russell y
Fukunaga, 1990; Gounot, 1991; Jay, 1992a).
11.1.2. MICROORGANISMOS QUE INTEGRAN LA FLORA
PSICROTROFA DE LA LECHE
Los microorganismos psicrotrofos aislados de la leche y productos
lácteos no constituyen un grupo taxonómico específico e incluyen bacterias,
levaduras y mohos (Stokes y Redmond, 1966). En la tabla 11.1 se citan los
principales géneros bacterianos psicrotrofos aislados de la leche y de los
productos lácteos.
11.1.2.1. BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS
La mayoría de los microorganismos aislados de la leche cruda son
bacterias Gram-~negativas, no esporuladas y catalasa-positivas (Thomas, 1958).
Los del género Pseudornonas son los que se aíslan con mayor frecuencia,
llegando a ser los predominantes cuando la leche se mantiene a temperaturas
de refrigeración (Stadhouders, 1975; Shelley y col., 1986). Las pseudomonas
poseen un metabolismo estrictamente aeróbíco y aunque no hidrolizan la
lactosa, pueden oxidar la glucosa y la galactosa (Lessie y Phibbs, 1984).
Algunas características del género Pseudomonas que favorecen su selección
son:
a) su versatilidad metabólica, ya que además de la glucosa utiliza
eficientemente otros nutrientes como aminoácidos y ácidos orgánicos.
b) su capacidad para el almacenamiento exógeno de sustratos, oxidando
la glucosa a gluconato, 2-cetogluconato y otros compuestos intermediarios que
no son utilizables por la mayoría de los microorganismos.
c) [a secreción de enzimas hidrolíticos extracelulares para el
aprovechamiento de proteínas y lípidos.
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d) la producción de sideróforos quelantes del hierro.
Dentro del género Pseudornonas, la especie que con mayor frecuencia se
aísla de la leche cruda mantenida a temperaturas de refrigeración es Ps.
fiuorescens. Otras especies presentes son Ps. putida, Ps. fragi, Ps. putrefaCiens
y Ps. aeruginosa (Juffs, 1973; Suhren, 1989; Bramley y McKinnon, 1990).
También se han aislado otros géneros de bacterias psicrotrofas
Gram-negativas, como Elavobacterium, Alcaligenes, Acinetobati-ter, Serrada y
enterobacteriáceas como EnterobaCter y Klebsiella (Milliere y Veillet Poncet,
1985; Reinheimer y col., 1985). Asimismo se han aislado otras pertenecientes
a los géneros Aeromonas, Chromobacterium y Citrobacter.
En un trabajo realizado por García-Collía y col., (1981) con muestras de
leche cruda española, las bacterias Gram-negativas representaron un 87% de
los aislamientos, de los cuales un 83,5% pertenecían al género Pseudomonas.
Dentro de este género se observó que las especies predominantes fueron Ps.
fiuorescens (64,4%) y Ps. putida (19,7%). Otros datos publicados acerca de la
población psicrotrofa de la leche cruda en varios países europeos coinciden
con esta distribución (Suárez y Ferreiros, 1991; Gennari y Dragotto, 1992;
Ternstróm y col., 1993).
11.1.2.2. BACTERIAS GRAM-POSITIIVAS
En los últimos años se ha prestado una gran atención a los
microorganismos psicrotrofos termorresistentes (Washam y col., 1977,
Weckbach y Langlois, 1977). Estos microorganismos incluyen principalmente
bacterias Gram-positivas y se encuentran en la leche cruda en menor
proporción que las bacterias psicrotrofas Gram-negativas. Las bacterias
Gram-positivas que más frecuentemente se aíslan de la leche cruda pertenecen
a los géneros MiCroCocc’us, Bacillus, LaCtobacillus y ArthrobaCter (Cousin,
1982) (Tabla 11.1). También se han descrito especies de Mic-robacterium,
StreptocoCcus, y Corynebacterium.
La importancia de la presencia en la leche de la flora psicrotrofa
Gram-positiva radica en que algunas especies, especialmente las del género
BaCillus, son termodúricas y producen esporos termorresistentes (Collins,
1981). Los esporos, así como las formas vegetativas, pueden sobrevivir a los
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Tabla 11.1. Principales bacterias aisladas de la leche y productos lácteos
Producto de origen
Acinetobacter
Acrornonas
Alcaligenes
Chron¡obacteriunz
Citrobacíer
Cytophaga
Enterobacter
Fícherichia
Flavobacreriurn
Klebsiella
Pseuciomonas
Serrada
Vibrio
Leche cruda, pasteurizada y nata
Leche cruda, pasteurizada y mantequilla
Leche cruda, pasteurizada, nata y mantequilla
Leche cruda
Leche cruda y pasteurizada
Leche cruda
Leche cruda, pasteurizada y mantequilla
Leche cruda
Leche cruda, pasteurizada y mantequilla
Leche cruda, nata, mantequilla y queso
Leche cruda, pasteurizada, nata y mantequilla
Leche cruda
Mantequilla
Bacterias Gram-positivas
Arthrobacter
Bacillus
Clostridiunz
Co,-vnebacteriunz
Brochothrix
Micrococcus
Sarcina
Staphylococcus
Strepíococcus
Leche cruda y mantequilla
Leche cruda, pasteurizada y nata
Leche cruda
Leche cruda, pasteurizada y nata
Leche cruda y pasteurizada
Leche cruda y pasteurizada
Leche pasteurizada
Leche cruda
Leche cruda y pasteurizada
Géneros
Bacterias Gram-negativas
Fuente: Cousin, 1982
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tratamientos térmicos a los que se someten la leche y los productos lácteos,
convirtiéndose en agentes potencialmente alterantes de las leches conservadas
(Credit y col., 1972; Mikolajcik, 1979). No obstante, el námero de esporos
psicrotrofos de la leche suele ser escaso (Suhren, 1989).
En contraste con las bacterias psicrotrofas Gram-negativas, los
psicrotrofos termodúricos tienen un tiempo de generación más largo y
necesitan un almacenamiento en refrigeración más prolongado y unas
condiciones más selectivas para producir alteraciones en la leche.
11.1.2.3. MICROORGANISMOS PATOGENOS
La mayoría de los microorganismos productores de toxiinfecciones
alimentarias no se desarrollan a temperaturas inferiores a 100C. Sin embargo,
algunos como Racillus cereus, Yersinia enterocolítica, Listeria monoCytogenes
y Aeromonas hydrophila crecen a temperaturas bajas (Cousin, 1982; Fleming
y col., 1985).
Griffiths y Phillips (1990) señalan que ciertas cepas de Bacillus cereus
capaces de desarrollarse entre 4,5 y 7,50C, podrían estar implicadas en la
aparición de algunos brotes toxiinfectivos. Otro microorganismo patógeno
que se desarrolla a temperaturas de refrigeración es Y. enteroColítica. El
primer brote de esta toxiinfección alimentaria se produjo en 1976 como
consecuencia del consumo de leche pasteurizada en la que se identificó la
presencia de una cepa del serotipo 0:8. Desde entonces, numerosas
investigaciones se han centrado en el estudio de esta bacteria capaz de crecer a
temperaturas de refrigeración (Lee, 1977; Schiemann, 1978).
El género Listeria comprende siete especies, pero sólo se tiene
constancia de su patogenicidad para el hombre de L. monocyto genes. Aunque
se sabe que crece a temperaturas de refrigeración, diversos autores han
estudiado y cuestionado su resistencia a los tratamientos térmicos (Farber,
1989; Mackey y Bratchell, 1989; Donnelly, 1990). Si bien son muchos los
trabajos que revelan que L. rnonocytogenes no sobrevive a temperaturas de
pasteurización, estudios recientes sugieren que en ciertos casos podría tolerar
las temperaturas altas (Knabel y col., 1990; Farber y col., 1992). De las
toxiinfecciones alimentarias atribuidas a L. monocytogenes, la más grave tuvo
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lugar en 1985 en el sur de California y se atribuyó al consumo de queso
fresco (Anon, 1985).
11.1.2.4. LEVADURAS Y MOHOS
De algunos productos lácteos, principalmente de la mantequilla y menos
frecuentemente de la leche pasteurizada, se han aislado levaduras psicrotrofas
pertenecientes a los géneros Candida, Sac’CharomyCes, Rhodotorula y
Torulopsis (Ingraham y Stokes, 1959; Rohm y col., 1992). Asimismo, algunas
alteraciones de la mantequilla y de la nata se han asociado al desarrollo en su
superficie de hongos psicrotrofos de los géneros Aspergillus, Cladosporium,
Geotrichum y PeniCillium (Thomas, 1970; Thomas y Druce, 1971). Stokes
(1963) señaló que algunas especies de los géneros Alternaria, MuCor y
Rhizopus, podían comportarse como psicrotrofas y originar alteraciones en
algunos productos lácteos.
11.1.3. IMPORTANCIA DE LOS MICROORGANISMOS
PSICROTROFOS EN LA CALIDAD DE LA LECHE CRUDA
REFRIGERADA Y DE LOS PRODUCTOS LACTEOS
La importancia de los microorganismos psicrotrofos en la calidad de la
leche cruda ha crecido en las últimas décadas, debido al mayor empleo del
frío para prolongar la vida útil de la leche. Generalmente, la leche recién
ordeñada se enfría a una temperatura de 50C o inferior, con el fin de inhibir
el crecimiento de los microorganismos termófilos y de la mayoría de los
mesófilos. El uso generalizado de la refrigeración durante el almacenamiento
de la leche cruda antes de su tratamiento térmico, ha eliminado el riesgo de
deterioro asociado al crecimiento de las bacterias lácticas (responsables de los
olores y sabores típicos de la leche agria) y de muchos otros microorganismos
patógenos. No obstante, el empleo de las bajas temperaturas durante el
almacenamiento de la leche favorece el desarrollo de las bacterias psicrotrofas
(Shelley y col., 1986).
Los microorganismos psicrotrofos están ampliamente distribuidos en la
naturaleza, encontrándose en el agua, el suelo, el aire, las plantas y los
animales. Las fuentes más importantes de contaminación de la leche por estas
bacterias son el interior de la ubre, la superficie externa del animal y los
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equipos de ordeño, transporte y almacenamiento de la leche. El contacto de la
leche con estas fuentes constituye un riesgo de contaminación que puede
traducirse en recuentos bacterianos elevados en la leche recién ordeñada
(Ingraham y Stokes, 1959; Witter, 1961; Stokes y Redmond, 1966; Thomas y
Thomas, 1973).
El desarrollo de la flora psicrotrofa en la leche cruda es variable,
dependiendo del tipo, número y características fisiológicas de cada
microorganismo, así como de las condiciones higiénicas durante el ordeño,
almacenamiento y procesado de la leche. La microflora de la leche cruda al
abandonar la granja donde se produjo depende de su carga inicial, de la
temperatura y velocidad de enfriamiento y almacenamiento de la leche y del
tiempo transcurrido hasta su recogida (Bramley y McKinnon, 1990). Al
disminuir la temperatura de refrigeración de la leche cruda, se restringe el
crecimiento de las bacterias psicrotrofas y la actividad de sus enzimas
excretados (Griffiths y col., 1987). Asimismo, y dado que la refrigeración
prolonga el tiempo requerido para la multiplicación de estas bacterias, la leche
que se enfría inmediatamente después de su obtención presenta un menor
incremento de los recuentos durante su almacenamiento en refrigeración que
la leche que se enfría después de pasadas unas horas tras el ordeño
(Stadhouders, 1975; Ponce de León, 1993); ello depende también de su
contaminación inicial (Tabla 11.2). Actualmente, en la mayoría de los países se
recomienda conservar la leche a 40C, ya que temperaturas inferiores podrían
dar lugar a fenómenos de congelación que alterarían su composición y su
calidad.
Con una adecuada higiene durante el ordeño y una correcta
manipulación posterior, se pueden obtener recuentos iniciales de bacterias
psicrotrofas en la leche cruda del orden de íO~ ufc/ml (Mabbit, 1981). Sin
embargo, teniendo en cuenta que el tiempo de generación de estas bacterias a
PC es de unas 4 horas, el recuento de psicrotrofos de la leche cruda de buena
calidad higiénica puede alcanzar, al cabo de 3 días de almacenamiento,
niveles de LO~ ufc/ml (Law y Mabbit, 1983). Con estos recuentos, la actividad
metabólica de la flora psicrotrofa origina defectos en la leche y en otros
productos lácteos (Law y col., 1979; Mikolajcik, 1979; Baker, 1983).
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Tabla 11.2. Evolución del contenido de microrganismos de la leche
durante 48 h a una temperatura de 40C, en función
contaminación inicial y de la velocidad de enfriamiento
cruda
de la
Contaminación inicial (bacterias/mi)
75.000 125.000
Periodo de
almacenamiento
24h. 48h.
Enfriamiento
instantáneo
Enfriamiento
en 3 horas
22.000 23.500
23.000 25.550
79.500 87.750
87.000 101.250
132.500 188.250
212.500 469.250
Enfriamiento
en 5 horas
25.250 30.200 115.500 237.750 273.400 613.800
20.000
24 h. 48 h. 24 lv 48 h.
Fuente: Ponce de León (1993)
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Por ello, para elaborar productos lácteos de buena calidad y mejorar su
conservación durante el almacenamiento en refrigeración, es imprescindible la
utilización de leche cruda de características óptimas.
La presencia de bacterias psicrotrofas en la leche y derivados lácteos
tratados térmicamente se asocia, generah-nente, a una contaminación posterior
al tratamiento térmico ya que, salvo excepciones, estas bacterias se destruyen
por la acción del calor. No obstante, las bacterias psicrotrofas producen
enzimas exocelulares termorresistentes (proteasas y lipasas) que modifican las
propiedades organolépticas del producto acabado, especialmente cuando el
periodo de almacenamiento es largo (Law, 1979; Cousin, 1982; Fairbairn y
Law, 1986; Stead, 1986; 1987).
La proteolisis y lipolisis que experimentan la leche y los productos
lácteos dependen del tipo y del número de microorganismos psicrotrofos
presentes en la leche cruda, así como de su capacidad de producir proteasas y
lipasas termorresistentes (Cousin, 1982). Se ha señalado que un alto porcentaje
de las bacterias psicrotrofas de la leche cruda (80-85%) poseen actividad
proteolítica o lipolítica (García-Collía y col., 1981; García y col., 1989) y un
65% comparten ambas propiedades (Thomas y Blodwen, 1973). Además, el
70% de los enzimas proteolíticos y/o lipolíticos elaborados por estas bacterias
presentan una gran termoestabilidad, resistiendo tratamientos térmicos de la
misma intensidad que los que se aplican en la esterilización de la leche por el
procedimiento UHT (Cogan, 1977; Law, 1979; Downey, 1980; Cousin, 1982;
Deeth y col., 1983; Fairbairn y Law, 1986; García-Collía y col., 1988; García
y col., 1989). Señalemos a este respecto que Adams y col., (1975)
comprobaron que la proteasa producida por una especie de Pseudomonas era
4.000 veces más resistente al calor que las esporas de Bac-illus
srearothermophilus, de donde se deduce que el término “estéril” no siempre
implica estabilidad durante la conservación.
A pesar de la gran termoestabilidad de las lipasas y proteasas de las
bacterias psicrotrofas, diversos trabajos apuntan la posibilidad de que su
inactivación se alcance a temperaturas más bajas (550C), durante tiempos más
largos como lo minutos o 1 hora (Driessen, 1983; Fairbairn y Law, 1986) o
bien 850C durante 45 segundos (Guamis y col., 1987). Sin embargo, estos
tratamientos térmicos pueden originar en la leche cambios organolépticos
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desagradables (Barach y col., 1976).
La población de bacterias psicrotrofas de la leche cruda necesaria para
producir cambios detectables, tanto en la leche como en los productos lácteos,
varía dependiendo de los géneros y de las especies presentes. No existe
unanimidad en cuanto al número mínimo de microorganismos que produce
alteraciones apreciables en la leche refrigerada. Mientras Adams y col.,
(1976) estiman que a partir de 104 microorganismos psicrotrofos/ml ya se
detecta proteolisis en la leche, otros autores (Law, 1979; Driessen, 1983;
Mottar, ~984) afirman que la población mínima necesaria es de IO~
psicrotrofos/ml. Estas diferencias podrían deberse a las técnicas utilizadas en
la detección de los enzimas, a la sensibilidad de los métodos empleados en la
determinación de los productos de las proteolisis y lipolisis o a las
temperaturas a la que se realizan los ensayos (Mottar, 1984). Generalmente,
las modificaciones del aroma y del sabor de la leche, como consecuencia de las
reacciones proteolíticas y lipolíticas que en ella acaecen, se perciben cuando el
número de bacterias psicrotrofas de la leche cruda es superior a 106 ufc/mI
(Ritcher, 1979; Schróder y col.. 1982).
Las proteasas y lipasas actúan directamente sobre la micela de caseína y
los triglicérídos de la leche, respectivamente. La mayoría de las proteasas
elaboradas por las bacterias psicrotrofas degradan la k-caseína, produciendo la
desestabilización de las micelas de caseína frente al Ca++ y la coagulación de la
leche de forma análoga a la acción de la quimosina. A continuación de la
k-caseína se hidroliza la fi-caseína y, por último, la a-caseína. Las proteínas
séricas son menos sensibles a esta acción que las caseínas (Cousin y Marth,
1977; Law y col., 1977), posiblemente debido a su estructura globular y a un
plegamiento más compacto. Los productos de degradación de las proteínas son
péptidos de un peso molecular entre 5.000 y 20.000 daltones y son los
responsables de la aparición de los sabores amargos de la leche y productos
lácteos. La actividad de las lipasas recae principalmente en los triglicéridos,
que son el componente mayoritario de la materia grasa de la leche (98%),
hidrolizándolos con la consiguiente liberación de ácidos grasos. Los ácidos
grasos de cadena corta C4-C8 son los responsables del sabor a rancio, mientras
los de cadena media C10-C12 originan sabores jabonosos y los de cadena larga
C14-C18 contribuyen muy poco al sabor. Muir y col., (1979) señalan que las
bacterias psicrotrofas más lipolíticas son Ps. fiuoresCens, Flavobacteriun, sp. y
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AlCaligenes sp.
En la leche pasteurizada no se han detectado cambios significativos en el
aroma y sabor debidos a Los enzimas exocelulares producidos por la flora
psicrotrofa, ya que este producto generalmente se almacena durante un
periodo corto. No obstante, la acción de las proteasas genera péptidos de bajo
peso molecular responsables de la aparición de sabores amargos (Visser,
1981; Cousin, 1982). Asimismo, la actividad lipolítica origina sabor a rancio
(Deeth y col., 1983) por la liberación de ácidos grasos, principalmente de
cadena corta o media (C4 a C1). En la leche pasteurizada, las alteraciones
debidas a proteolisis y lipolisis no suelen percibirse a no ser que el tiempo de
almacenamiento exceda del aconsejado. En el 40% de las leches pasteurizadas
almacenadas a 6-PC aparecen defectos del sabor a los 10-1 1 días, cuando los
recuentos son del orden de 1,9 x 107 psicrotrofos/ml (Bandíer y col., 1981).
En la leche UHT, las modificaciones organolépticas son más perceptibles
debido al largo periodo de conservación de este producto. La proteolisis,
además de originar sabores amargos intensos por liberación de péptidos
(Bengtsson y col., 1973; McKellar y col., 1984), provoca la desestabilización
de la micela de caseína llegando a producir espesamientos o gelificaciones que
limitan la vida útil del producto (Bengtsson y col., 1973; Adams y col., 1976;
Law y col., 1977). La actividad de las lipasas origina en la leche UI-IT sabor a
rancio debido a la liberación de ácidos grasos, aunque la lipolisis en este
producto posee una importancia secundaria (Mottar, 1989; Collins y col.,
1993).
La nata obtenida de leches con un alto contenido de lipasas es más
sensible al enranciamiento (Davis, 1981). La nata rancia requiere un batido
más largo para obtener mantequilla, pudiendo originar problemas de
separación de fases, formación de espuma y disminución del rendimiento
(Dumont y col., 1977).
En el caso de la mantequilla, su bajo contenido de agua y la presencia de
sal, hacen que no constituya un medio adecuado para el crecimiento de las
bacterias psicrotrofas (Thomas y Druce, 1971). Además, su bajo contenido de
proteína limita la actividad de las proteasas, siendo las lipasas los enzimas que
desempeñan el papel más importante en el deterioro de este producto,
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originando sabores a rancio y a jabón (Deeth y col., 1979; Woo y Lindsay,
1983).
Los quesos elaborados a partir de leche con un alto contenido de
microorganismos psicrotrofos poseen un tiempo de coagulación más corto.
Esto se debe a la hidrólisis previa de parte de la caseína, que tiene lugar como
consecuencia de la acción proteolítica de estos microorganismos en la leche
cruda (Cousin y Marth, 1977). Asimismo, la acción de las proteasas origina
mayores pérdidas de nitrógeno soluble con el suero, lo que determina una
disminución en el rendimiento del producto (Law, 1979; Fairbairn y Law,
1986), una mayor dificultad en el desuerado (Juffs, 1974) y una mayor
firmeza de la cuajada (Cousin y Marth, 1977). La liberación de ácidos grasos
por las lipasas de la leche es importante para que se desarrollen el aroma y
sabor típicos del queso. La aparición de sabores y olores anómalos
(especialmente a rancio y también jabonoso, mohoso y afrutado) se atribuye a
una lipolisis excesiva de la grasa durante su fabricación, con liberación de
grandes cantidades de ácidos grasos libres. Para que no se detecten
modificaciones organolépticas en el queso, el contenido de psicrotrofos de la
leche cruda utilizada para su elaboración debe situarse entre ío~ y 106 ufc/ml,
ya que recuentos superiores a 107 ufc/ml producen en este tipo de producto
una rancidez temprana (Law y col., 1976; 1979).
Dado que las bacterias psicrotrofas difieren en su capacidad de elaborar
lipasas y proteasas termorresistentes, es difícil señalar en la leche cruda una
tasa de microorganismos psicrotrofos que asegure que su actividad enzimática
exocelular no originará modificaciones organolépticas ni en la leche ni en los
productos lácteos al prolongar mucho su vida útil. No obstante, se puede
concluir que recuentos mayores de 106 microorganismos psicrotrofos/ml
proporcionan una materia prima de calidad cuestionable.
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11.1.4. ASPECTOS LEGALES REFERENTES A LA CALIDAD
HIGIENICA DE LA LECHE
La entrada de España en la Unión Europea y la puesta en marcha del
Mercado Unico en 1993, ha significado un reto importante para las
condiciones de producción de leche de nuestro país. Los estudios de los
últimos años sobre calidad bacteriológica de la leche cruda española muestran
un distanciamiento evidente con la del resto de la Unión (Tabla 11.3). Se ha
calculado que el 65% de la leche que llegaba a las centrales españolas tenía
más de un millón de bacterias/ml (González de Canales, 1990). Este desfase
entre la calidad higiénica de la leche producida en España y la del resto de la
Unión puede atribuirse a una deficiente situación estructural, económica y
técnica, así como al desconocimiento por muchos ganaderos de los principios
higiénicos a seguir en la obtención de leche de buena calidad microbiológica
(Rico Mansilla, 1990). Entre las medidas aplicadas al sector lácteo español en
su acelerada adaptación a la Organización Común de Mercados, hay que
señalar la adjudicación de primas y descuentos para el pago por composición y
por nivel de bacterias, a fin de poder disponer de leche competitiva en precio
y en calidad con respecto a la producida en las explotaciones de otros países de
la UE.
La mejora de la calidad higiénica de la leche en nuestro país y en el resto
de los países comunitarios está condicionada, además de por la demanda
interna, por la Directiva del Consejo de Europa del 5 de agosto de 1985
(Directiva 85/397/CE) relativa a las características que debe reunir la leche
cruda utilizada para la obtención de productos lácteos que se destinen a
intercambios comunitarios. Dichas características se recogieron en el Real
Decreto 362/92 de 10 de abril (BOE de 15 de abril de 1992) del Ministerio de
Relaciones con las Cortes y de la Secretaría del Gobierno, por el que se
establecieron las normas de orden sanitario y de policía sanitaria relativas a
la leche cruda para tratar térmicamente, exigibles para los intercambios
intracomunitarios. Posteriormente, la Directiva 92/46/CE de 14 de septiembre
de 1992 estableció las normas sanitarias aplicables a la producción y
comercialización de la leche cruda, leche tratada térmicamente y productos
lácteos.
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Calidad bacteriológica de la leche cruda en España
países de la Unión Europea
Contenido en bacterias/ml
Menosde Entre2xlO5
2 io~ y 7
Entre 7 x 10~
y ío6
ESPAÑA 5% a 10% 20% 65%
FRANCIA 70% 20% 5% 5%
ALEMANIA 80% 15% 3% 2%
DINAMARCA 80% 15% 5% —
HOLANDA 85% 10% 5%
BELGICA 70% 10% 15% 5%
REINO UNIDO 80% 10% 10%
a. Porcentaje de leche recogida
Fuente: González de Canales (1990)
Tabla 11.3. y en otros
País
Más de
106
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En este sentido, la legislación establece que la leche cruda de las
explotaciónes, para poder ser tratada térmicamente y para la elaboración de
yogur, cuajada y cremas, deberá tener una concentración de microorganismos
inferior a ío~ ufc/ml. Asimismo, la concentración de microorganismos de la
leche cruda destinada a la elaboración de productos lácteos tratados
térmicamente, distintos de los anteriormente mencionados, deberá ser inferior
a 4 x ío~ ufc/ml. En las leches de cabra y oveja, el límite se sitúa en 106
ufc/ml para la leche utilizada como materia prima en la elaboración de
productos lácteos tratados térmicamente y se reduce a 5 x ío~ ufc/ml para la
destinada a productos no tratados por el calor. No obstante, hasta 1998 la
Directiva admite excepciones para las industrias de producción limitada y para
aquéllas que se abastecen de leche que no cumple los mínimos microbiológicos
que establece la legislación. La concesión de las excepciones temporales y
limitadas debe ir acompañada de un plan de trabajo donde se especifiquen los
plazos en los que los establecimientos pueden ajustarse a los requisitos
exigidos. Por todo ello, se estima que producir leche con un nivel de bacterias
inferior a 105/ml es el primer objetivo a cumplir por todas las explotaciones
ganaderas.
INTRODUCCION 22
11.2. MICROBIOLOGíA DE LA CARNE CRUDA
11.2.1. IMPORTANCIA DE LOS MICROORGANISMOS
PSICROTROFOS EN LA CALIDAD DE LA CARNE CRUDA
REFRIGERADA
La composición química y las características biológicas de la carne,
hacen que esta constituya un excelente medio de cultivo para e] desarrollo de
bacterias, mohos y levaduras. Además de la riqueza en nutrientes, los valores
de pH y de actividad de agua (a~) de la carne se encuentran dentro de los
límites de crecimiento de muchos microorganismos. El bajo potencial de
óxido-reducción existente en el interior de la carne, hace posible el desarrollo
de microorganismos anaerobios facultativos y obligados. Sin embargo, los
microorganismos aerobios encuentran las condiciones adecuadas para su
desarrollo en la superficie de la carne, donde el potencial de óxido-reducción
es ligeramente positivo.
La diversidad de microorganismos que pueden llegar al músculo, tanto
cuando el animal está vivo, como durante el sacrificio y manipulaciones
posteriores de las canales (Dainty y col., 1983), determina que la flora
microbiana de la carne sea de naturaleza muy heterogénea. Aunque se ha
sugerido la existencia de una flora intrínseca distinta de la flora contaminante,
se ha comprobado que el interior de los músculos de los animales sanos,
sacrificados en condiciones higiénicas, es prácticamente estéril (Gilí, 1979).
La mayoría de los investigadores coinciden en afirmar que la alteración de la
carne es un fenómeno meramente superficial (McMeekin, 1982; Gilí, 1983;
Notermans y Kampelmacher, 1983).
Los microorganismos alterantes de la carne proceden fundamentalmente
de las heces, piel y vísceras del animal, llegando a la superficie de la carne a
través del utillaje, agua, aire, manos y ropa de los manipuladores. Por ello, es
estrictamente necesario aplicar el sistema de análisis de riesgos e identificación
y control de puntos críticos (ARICPC) durante la sangría, faenado y posterior
manipulación de las canales (Nottingham, 1982). Una concentración de
microorganismos en la carne fresca del orden de lO~ ufc/cm2 se considera
índice de una buena manipulación higiénica de las canales (Gilí, 1982).
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La mayoría de los microorganismos que alteran la carne fresca son
bacterias psicrotrofas aerobias pertenecientes a los géneros Pseudornonas,
Moraxellal ACinetobaCter y Aerornonas. También pueden encontrarse especies
anaerobias facultativas como Alterornonas putrefaciens (Gilí y Newton, 1978;
Buchanan y Palumbo, 1985) y microorganismos Gram-positivos como
Lactobacillus sp. y Brocho thrix therrnospha cta (Dainty y Hibbard, 1980).
Las bacterias mesófilas productoras de toxiinfecciones alimentarias que
con mayor frecuencia se aíslan de la carne incluyen cepas de Salmonella sp.,
Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica, Clostridiurn botulinu.rn,
Clostridiurn perfringens, Carnpylobacter sp., E. coli enterohemorrágico
0157:H7, Aerornonas hidrophyla y Listeria monocytogenes (Buchanan y
Palumbo, 1985; Kotula y col., 1987; Lammerding y col., 1988). Aunque el
crecimiento de la mayoría de estos microorganismos se inhibe a temperaturas
de refrigeración, algunos como Yersinia enterocolitica, Listeria
rnonocvtogenes y Aerornonas hydroph ¿la pueden crecer a dichas temperaturas.
Si bien el crecimiento de mohos y levaduras se ve limitado durante el
almacenamiento de la carne en refrigeración, algunas especies pueden
desarrollarse en su superficie. Entre los mohos se incluyen especies de
Penicillium, Cladosporiurn, Thamnidium, Mucor, Rhizopus, Aspergillus,
Alternaria y Sporotrichum y entre las levaduras, especies pertenecientes a los
géneros Torulopsis, Candida y Rhodotorula (Ayres, 1960). El crecimiento de
mohos y levaduras en la superficie de la carne se ve favorecido por la alta
disponibilidad de oxígeno, especialmente si la actividad de agua es baja
(Hechelmann y Kasprowiak, 1991).
Los microorganismos juegan un papel importante en la alteración de la
carne y, por ello, las prácticas de manipulación y los métodos de conservación
y almacenamiento están encaminados a minimizar o inhibir la actividad y el
crecimiento microbiano. De los diversos procedimientos empleados por la
industria cárnica para retardar los cambios alterativos y prolongar la vida útil
de sus productos (aplicación de frío, tratamientos térmicos, adición de
sustancias químicas, uso de atmósferas modificadas, irradiación, etc.), la
refrigeración constituye, sin lugar a dudas, el método de conservación más
generalizado. Antiguamente, las canales se mantenían después del sacrificio al
aire libre y en lugares sombreados, donde la temperatura podía oscilar entre
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15 y 200C. Estas temperaturas favorecían el desarrollo rápido de
microorganismos mesófilos en la superficie y en el interior del músculo,
limitando a 1 día o incluso a menos la vida útil de la carne (lngram y Dainty,
1971).
Con el fin de inhibir el desarrollo de la mayoría de la flora aerobia y
anaerobia mesófila, responsable de la alteración y putrefacción de la carne y
productos cárnicos, ha sido necesario el empleo de sistemas de
almacenamiento a bajas temperaturas. Ayres (1960) demostró que la vida útil
de la carne con una carga bacteriana inicial de ío~ ufc/cm2 era de 16 días a
00C, de 5 días a 50C y de tan sólo 2 días si se mantenía a 100C. De ello se
deduce que la temperatura de almacenamiento es de vital importancia en el
control de la contaminación microbiana de la carne. Por otra parte, si bien la
aplicación de temperaturas de refrigeración para el almacenamiento de la
carne permite que se prolongue su vida útil durante un tiempo generalmente
suficiente para que el alimento llegue a las industrias transformadoras o al
consumidor en condiciones adecuadas, la carne almacenada en refrigeración
termina inevitablemente alterándose debido a los microorganismos que se
desarrollan a bajas temperaturas. A temperaturas de refrigeración se favorece
el crecimiento selectivo de los microorganismos psicrotrofos Gram-negativos,
que son los responsables de la alteración de la carne refrigerada (Ingram y
Dainty, 1971; McMeekin, 1982; Dainty y col., 1983).
La evolución de la flora microbiana de la superficie de la carne a
temperaturas de refrigeración varía con las condiciones de almacenamiento.
En la carne refrigerada, las pseudomonas predominan a partir de los 4 días de
almacenamiento y al cabo de 7 días constituyen el 95% de la población
microbiana alterante (Gilí y Newton, 1977; Dainty y col., 1983; Gilí,
1983; Eribo y Jay, 1985). El predominio del género Pseudomonas se produce
tanto en carne de vacuno (Ayres, 1960; Jay, 1972), como en la de cerdo
(Gardner y col., 1967) y aves (Banes e Impey, 1968; McMeekin, 1975) y no
hay evidencias que indiquen que diferencias en la composición de la carne
afecten a la composición de la flora alterante (Gilí y Newton, 1977). Conviene
señalar que hasta temperaturas de almacenamiento cercanas a los 200C,
Pseudornonas sigue siendo el género que con mayor frecuencia se aisla de la
carne.
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A las pseudomonas les siguen, por orden de importancia, bacterias
aerobias de los géneros Moraxella (especies sacarolíticas y no sacarolíticas).
Acinetobacter, Flavobacteriuni y Aerornonas. También se ha señalado la
presencia de bacterias anaerobias facultativas como algunas enterobacterias,
Alterornonas putrefaciens y Brochothrix thermosphacta y de algunas especies
microaerófilas del género Lactobacillus (Sneath y Jones, 1976; McMeekin,
1982; Dainty y col., 1983).
Como ya se ha señalado, la contribución de cualquiera de los
microorganismos mencionados a la alteración de la carne, viene determinada
en gran medida por las condiciones de almacenamiento. En las carnes
envasadas en películas permeables, es Pseudornonas el género predominante
(Ayres, 1960; Asensio y col., 1988), aunque también se encuentran
Acinetobacter sp., Moraxella sp., B. thermosphac’ta y una pequeña proporción
de lactobacilos (Gardner y col., 1967; Roth y Clark, 1972). En la carne
envasada en atmósferas modificadas (vacío, atmósferas enriquecidas con CO2,
etc.) se inhibe el crecimiento de Pseudo monas y proliferan bacterias
psicrotrofas microaerófilas y anaerobias facultativas como Lactobacillus sp.
(Newton y Gilí, 1978), algunas enterobacteriáceas y B. therrnosphacta
(Asensio y col., 1988). Si las condiciones de refrigeración no se mantienen,
pueden crecer además de lactobacilos mesófilos, clostridios potencialmente
patógenos (lngram y Dainty, 1971; GIl y Newton, 1980). Por ello, en la
carne envasada en atmósferas modificadas es necesario un control estricto de
la temperatura de almacenamiento (Lambert y col., 1991).
Si bien las condiciones de almacenamiento desempeñan un papel
primordial en la alteración de la carne, también hay que destacar la influencia
que ejerce la carga inicial de microorganismos. Ayres (1960) demostró que en
las carnes con una carga inicial de 65 ufc/cm
2 su vida útil se prolongaba hasta
los 21 días a 00C, mientras que si la carga inicial era de 6 x 104 ufc/cm2, la
alteración se ponía de manifiesto a los 11 días.
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11.2.2. CAMBIOS QUíMICOS ASOCIADOS AL CRECIMIENTO
MICROBIANO EN LA CARNE CRUDA REFRIGERADA
En la carne refrigerada la alteración se caracteriza por la aparición de
olores anómalos, que se manifiestan a tasas bacterianas algo superiores a ío~
ufc/cm2 y por limosidad superficial, cuando la carga bacteriana se sitúa
alrededor de 108 ufc/cm2 (Ayres, 1960; lngram y Dainty, 1971). También se
producen cambios en el color de la carne que se detectan cuando la población
bacteriana alcanza valores de 106 ufc/cm2 (Bala y col., 1977).
El grado de alteración de la carne depende del tipo y número de
microorganismos que predominan y de su capacidad para producir, a partir
de sustratos como glucosa, ácido láctico o aminoácidos, compuestos odoríferos
como 5H
2, aminas volátiles, ésteres, acetoina y NH4 que afectan al pH de la
carne (McMeekin, 1982). La tabla 11.4 muestra los sustratos utilizados por los
principales microorganismos alterantes de la carne refrigerada.
El comienzo de la alteración de la carne refrigerada en aerobiosis
depende del metabolismo de las pseudomonas, que utilizan la glucosa como
sustrato preferente. A medida que el número de microorganismos aumenta en
la superficie de la carne, la concentración de sustrato disminuye originándose
un gradiente de concentración de glucosa desde el interior del tejido muscular
hasta la superficie (Gilí, 1976). Cuando las pseudomonas llegan a una tasa de
108 ufc/cm
2, la glucosa ya se ha agotado en la superficie de la carne y
comienzan a degradar sustratos como los aminoácidos y el ácido láctico,
produciendo sulfuros odoríferos, ésteres, ácidos y aminas (Gilí, 1976;
McMeekin, 1982). El gluconato y el 2-cetogluconato son productos
intermediarios del metabolismo de la glucosa que también son degradados
cuando ésta se agota (Farber y Idziac, 1982).
Entre las especies del género Pseudomonas, la que más frecuentemente
se aísla de la carne es Ps. fragi (Molin y Ternstróm, 1982; Shaw y Latti,
1984, 1988), que es la principal responsable de la producción de etil y
metil-ésteres de ácidos grasos de cadena corta, lo que se traduce en la
aparición de un olor afrutado-dulce en la carne (Dainty y col., 1983). En
una etapa posterior, la actividad conjunta de las distintas cepas de
Pseudomonas da lugar a la formación de compuestos azufrados que confieren
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Tabla 11.4. Sustratos utilizados por los principales microorganismos alterantes
de la carne refrigerada
Sustratos utilizados para el crecimiento
Microorganismo Aerobiosis Anaerobiosis
Productos finales del metabolismo
Aerobiosis Anaerobiosis
Glucosa’ Sulfuros
Aminoácidos2Ácido láctico3
Esteres, ácidos
Aminas (puascina)
Acinetobacter/
Moraxella
Aminoácidos1 Esteres, nitrilos
Ácido láctico2
Altero~nonas
putrejáciens
Glucosa1
Aminoácidos2
Glucosa’ Sulfuros volátiles
Aminoácidos2
Acido láctico3
Brochothrix
thermosphacta
Glucosa1
Aminoácidos2
(solo glutamato)
Glucosa1 Ácido acético
Acetofria
Ácido isobutírico
Acido isovalérico
Ácido láctico
Acidos grasos
volátiles
Glucosa1
Glucosa 6-fosfato2
Aminoácidos3
Ácido láctico4
Lacto bacillus
Glucosa1
Glucosa 6-fosfato2
Aminoácidos3
Glucosa’
Aminoácidos2
5W, aminas
Ácido láctico
Ácidos grasos
volátiles
* El número en superfndice indica el orden de utilización de cada sustrato.
Pseudomonas
Sulfuros
51$
Enterobacter SR-,
Aminas
Fuente: Lambert y col., (1991)
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a la carne el olor pútrido (Dainty, 1989) característico de una fase de
alteración avanzada (tasas de lO~ ufc/cm2 y superiores). Las pseudomonas
producen, además, diversos tipos de hidrocarburos (Dainty y col., 1984) y
amoniaco (Gilí, 1976), que es el responsable del aumento del pH que se
observa corrientemente en la fase que sigue a la de agotamiento de la glucosa
(Dainty, 1986). Las aminas producidas en mayor cantidad son cadaverina y
putrescina, tanto en la carne de cerdo como en la de vacuno y ovino
(Edwards y col., 1983). El aumento de la producción de putrescina se ha
atribuido a las pseudomonas y el de cadaverina a las enterobacterias (Dainty,
1986).
El grupo Moraxella/Acinetobacter sigue en importancia a Pseudomonas
sp. en la alteración de la carne refrigerada. Estos microorganismos utilizan
principalmente aminoácidos cuya degradación no origina olores anormales.
Además, pueden potenciar la actividad de Pseudomonas sp. y de Alteromonas
putrefaciens al limitar o restringir la disponibilidad de oxígeno, lo que
determina que las pseudomonas degraden los aminoácidos aún en presencia de
glucosa utilizable (Gilí y Newton, 1977).
Alteromonas putrefaciens no se ha detectado en carnes de pH normal
(5,5); en aerobiosis utiliza los aminoácidos cisteína y serna produciendo
sulfuros orgánicos volátiles (Gilí y Newton, 1979) y en anaerobiosis rinde
sulfuro de hidrógeno (SF1
2). El sulfuro de hidrógeno reacciona con la
mioglobina del músculo para formar la sulfomioglobina, que es el compuesto
responsable del enverdecimiento de la carne alterada por esta bacteria. Si las
condiciones existentes favorecen el crecimiento de Alteronionas putrefaciens
(pH elevado y restricción en la disponibilidad de oxígeno), puede llegar a ser
el microorganismo de mayor potencial alterativo de la carne.
Brochothrix therrnosphacta utiliza la glucosa como fuente de energía. El
metabolismo en aerobiosis de este carbohidrato origina ácido acético,
acetoina, diacetilo y ácidos grasos volátiles (acético, iso-butírico, iso-valérico,
etc.), responsables del olor “dulce” característico que se produce cuando este
microorganismo crece en la carne de vacuno (Dainty y Hibbard, 1980; Stanley
y col., 1981; Dainty y Hibbard, 1983). Si B. thermosphacta metaboliza la
glucosa anaeróbicamente, el compuesto resultante mayoritario es el ácido
láctico, si bien pueden formarse además pequeñas cantidades de otros ácidos
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grasos volátiles (Davidson y col., 1968). Este microorganismo es el agente
alterante más significativo de las carnes envasadas a vacío que contienen
oxígeno residual.
En condiciones aeróbicas, las enterobacterias utilizan como sustratos
glucosa y glucosa-6 fosfato. Algunas cepas pueden degradar los aminoácidos
produciendo sulfuros volátiles como 582 y aminas, que confieren a la carne
olores anómalos (McMeekin, 1982).
Aunque el género Lactobacillus constituye una pequeña proporción de la
flora alterante inicial de la carne refrigerada (Gardner y col., 1967), se
convierte en predominante cuando disminuye la tensión de oxígeno (Pierson y
col., 1970; Christopher y col., 1979 a, b). Los lactobacilos utilizan la glucosa
generando ácido láctico y sólo cuando se agota este azúcar degradan los
aminoácidos con formación de compuestos de olor a “rancio” o a “quesería”
típicos de la carne envasada a vacío (Nakae y Elliott, 1965; Gilí y Newton,
1977).
Se ha demostrado que los enzimas microbianos contribuyen a la
degradación tisular. Sin embargo, no está clara su participación en la
alteración de la carne, tal y como ha sido definida por la mayoría de los
autores. La proteolisis bacteriana que tiene lugar durante la alteración no
juega un papel importante en la generación de olores anómalos ni en la
aparición de limo superficial, debido a que las proteínas de la carne sólo son
atacadas en una fase avanzada del desarrollo microbiano, cuando ya se han
agotado los constituyentes cárnicos más sencillos. Es decir, los enzimas
proteolíticos no se producen hasta que la población de bacterias psicrotrofas
alcanza el final de la fase logarítmica de crecimiento (tasas de iO~-ío~
ufc/cm2), momento en el cual ya se detectan los signos característicos de la
alteración (Jngram y Dainty, 1971). En relación con las lipasas microbianas,
difícilmente pueden atribuirseles los cambios que afectan a la fracción
lipídica, ya que son debidos a fenómenos autooxidativos y a la lipolisis por
enzimas tisulares, como han visto ciertos investigadores durante la alteración
de la carne (Gilí, 1982; Dainty y col., 1983).
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11.3. METODOS DE DETECCION E IDENTIFICACION DE
MICROORGANISMOS DE LOS ALIMENTOS
Las técnicas de detección e identificación de microorganismos han
evolucionado notablemente en los últimos años debido a las exigencias de la
industria alimentaria dada la necesidad de reducir costes y de obtener
resultados más rápidos y fiables. Los métodos tradicionales de análisis
microbiológico de los alimentos requieren varios días para la obtención de
resultados; son laboriosos y, generalmente, poco reproducibles. Por ello, están
siendo desplazados por otros métodos más rápidos y automatizados aplicables
al análisis rutinario de los alimentos (Firstenberg-Eden y Sharpe, 1991).
En esta sección se abordarán tanto los métodos convencionales como las
técnicas rápidas utilizadas en la detección e identificación de microrganismos
de los alimentos.
11.3.1. M ETODOS CONVENCIONALES DE ANALISIS
MICROBIOLOGICO DE LOS ALIMENTOS
El número total de microorganismos viables de una muestra de alimento
suele determinarse para estimar su vida útil, su estado higiénico y la pérdida
de calidad organoléptica. Los cuatro métodos básicos que se utilizan para el
“recuento total” de microorganismos en los alimentos son (Jay, l992b):
1. Recuento estándar en placas (REP)
2. Método del número más probable (NMP)
3. Técnicas de reducción de colorantes
4. Recuento microscópico directo (RMD)
¡1.3.1.1. RECUENTO ESTANDAR EN PLACAS (REP
’
El REP es una técnica utilizada por numerosos investigadores (Chesbro
y col., 1979; Champagne y col., 1989; Zwietering y col., 1990) y se suele
emplear como referencia para estimar la fiabilidad de otros métodos
analíticos. Sin embargo, presenta varios inconvenientes como son su lentitud,
la necesidad de manipulaciones múltiples y la laboriosidad que supone realizar
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el recuento de colonias.
El recuento de microorganismos viables consiste en la enumeración de
las colonias que se desarrollan en placas de agar nutritivo inoculadas con
cantidades conocidas del alimento e incubadas en condiciones ambientales
predeterminadas. Ello conlíeva la preparación de homogeneizados y
diluciones.
La identificación de los microorganismos desarrollados requiere su
posterior siembra en medios de cultivo sólidos, selectivos del microorganismo
que se pretende investigar. El REP puede aplicarse al recuento de distintos
microorganismos mediante la combinación de una amplia variedad de
condiciones, como composición del medio de cultivo, gases de su entorno y
tiempo y temperatura de incubación.
El método estándar para enumerar los microorganismos psicrotrofos de
los alimentos consiste en incubar las placas sembradas durante 10 días a una
temperatura de 70C (Frank y col., 1985). Sin embargo, por el largo periodo
de tiempo necesario para obtener resultados, su interés práctico es escaso en la
industria alimentaria. Por ello, se han propuesto diversas alternativas basadas
en el empleo de temperaturas más altas y tiempos de incubación más cortos.
En el caso de la carne, las placas se incuban a 250C durante 24 h (Greer,
1981) y en el de la leche, a 210C durante 25 h (Oliveira y Parmelee, 1976) o
a 180C durante 45 h (Oehlrich y McKellar, 1983). En estas condiciones de
incubación se forman colonias visibles de microorganismos psicrotrofos,
siendo las de los microorganismos mesófilos demasiado pequeñas para ser
contadas. No obstante, los recuentos suelen ser más altos que los obtenidos con
el método estándar, debido al crecimiento de algunas bacterias Gram-positivas
no psicrotrofas (Punch y Olson, 1962). Para la enumeración de psicrotrofos
en los alimentos, también se ha propuesto la incubación preliminar de las
placas a 150C durante 24 h, seguida de otra incubación a PC durante 3 días
(Juffs, 1970). Asimismo, las placas pueden incubarse primero a 170C durante
17 h y después a PC durante 3 días (Sogaard y Lund, 1981). Estas últimas
variantes presentan una mejor correlación que las anteriores con el método
estándar de recuento en placa (10 días/70C).
Dado que la mayoría de las bacterias psicrotrofas son Gram-negativas,
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en la enumeración de estas bacterias también se han utilizado medios de
cultivo que contienen inhibidores selectivos de las bacterias Gram-positivas.
De ellos, el más utilizado es el medio “CTV”, que contiene cristal violeta y
cloruro de tetrazolio, incubándose las placas a 300C durante 48 h o a 22 0C
durante 5 días. El principal inconveniente del empleo de estos inhibidores
selectivos es que las condiciones de incubación utilizadas generalmente
permiten el crecimiento de los microorganismos mesófilos (Thomas y
Thomas, 1973).
11.3.1.2. METODO DEL NUMERO MAS PROBABLE (NMP
)
Este método fue introducido por McCrady en 1915. La muestra del
alimento se prepara como en el caso del REP y, a continuación, tres diluciones
seriadas del alimento se siembran en 9 ó 15 tubos de un medio adecuado
(dependiendo de que se emplee el método de los 3 o de los 5 tubos,
respectivamente). El número de microorganismos de la muestra original se
determina mediante tablas estándar del NMP. Este método es de naturaleza
estadística y generalmente su resultado es más alto que el obtenido con el
REP. Aunque Woodward (1957) duda de la precisión y fiabilidad del método
del NMP. entre sus ventajas destacaremos su simplicidad y su utilidad en la
detección de microorganismos o grupos microbianos específicos mediante el
empleo de medios selectivos.
11.3.1.3. METODO DE REDUCCION DE COLORANTES
El método de la reducción de colorantes se basa en los cambios de color
que experimentan determinados compuestos en solución bajo la actividad
reductora de algunos microorganismos. Para su realización, se añaden a las
muestras de interés soluciones patrón de azul de metileno o de resazurina,
cuya coloración cambia (vira), lo que se aprecia a simple vista (el azul de
metileno vira de azul a blanco y la resazurina de azul apizarrado a rosa o
blanco). El tiempo necesario para la reducción del colorante depende de la
actividad enzimática bacteriana y está inversamente relacionado con el número
de microorganismos presentes en la muestra.
Si bien la reducción de colorantes ha sido utilizada durante muchos años
para evaluar la calidad microbiológica de la teche cruda (Garvie y Rowlands,
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1952), en la actualidad carece de valor, dado que la refrigeración de la leche
antes de su procesado determina que no sea la flora láctica la más abundante,
sino la flora psicrotrofa Gram-negativa, que no elabora reductasas (Cousin,
1982). De acuerdo con este método, un tiempo de reducción corto indicaría la
presencia de un número elevado de bacterias lácticas, pero un tiempo de
reducción largo no significa necesariamente que la leche tenga una buena
calidad microbiológica, ya que puede tener una gran carga de bacterias
psicrotrofas, que no son detectables con esta técnica.
En determinados alimentos como la carne cruda, uno de los problemas
que presenta la utilización de esta técnica es la existencia de sustancias con
capacidad reductora inherentes al propio alimento; su aplicación es más fiable
en el caso de las carnes cocinadas (Austin y Thomas, 1972). No obstante,
algunos autores han señalado que triturando con agua las muestras de carne
fresca, la concentración de enzimas reductores en el sobrenadante es menor
que si se utiliza un homogeneizado, ya que se provoca una menor destrucción
tisular. El método de la reducción de colorantes detecta en la carne cruda
niveles de microorganismos mayores de íO~ ufc/g (Dodsworth y Kempton,
1977; Holley y col., 1977).
Esta técnica se ha utilizado para evaluar la calidad microbiológica de
productos como la carne picada (Saffle y col., 1961), helados y gambas
congeladas. Entre las ventajas que presenta destacan su simplicidad, rapidez y
bajo coste, aunque la variación en la capacidad reductora de unos
microorganismos a otros limita su utilización. No obstante, se está avanzando
en la investigación de otros métodos de reducción de colorantes como el de la
citocromo-c oxidasa, mucho más rápido y específico para la detección de
microorganismos psicrotrofos en la leche cruda y pasteurizada (Kroll, 1985;
Pishawikar y col., 1992).
11.3.1.4. RECUENTO MICROSCOPICO DIRECTO (RMD
)
Esta técnica, desarrollada por Breed en 1916, se basa en el recuento de
las bacterias con la ayuda de un microscopio. Consiste esencialmente en contar
el número de células bacterianas contenidas en un volumen conocido,
depositado en un área determinada de un portaobjetos. Para ello, las células se
fijan por el calor y se tiñen con un colorante adecuado. Es un método rápido,
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simple y ampliamente extendido para determinar los recuentos de
suspensiones de células cuyo tamaño sea lo suficientemente grande para
contarlas sin dificultad. Sin embargo, no conviene utilizarlo en el caso de
microorganismos formadores de cadenas, como es el caso de las bacterias
lácticas (García y col., 1991). Otras desventajas que limitan su utilización son
la dificultad de diferenciar las células viables de las no viables, así como las
células microbianas de las pequeñas partículas de alimento, lo cual origina
recuentos invariablemente más altos que los recuentos estándar en placa (Jay,
1986). Por otro lado, la falta de sensibilidad y la fatiga del operario han
favorecido poco su desarrollo hasta que se ha dispuesto de nuevas técnicas
analíticas como la de la epifluorescencia directa (Barcina y col., 1989).
11.3.2. METODOS RAPIDOS DE DETECCION E IDENTIFICACION
DE MICROORGANISMOS DE LOS ALIMENTOS
Las técnicas microbiológicas utilizadas en el control de la calidad de los
alimentos han variado en la última década (Jarvis, 1982; Dziezak. 1987). Los
métodos convencionales están siendo superados debido a que las ventajas de su
simplicidad y bajo coste no compensan sus principales desventajas: demora en
la obtención de resultados y trabajo laborioso para obtenerlos (Barcina y col.,
1989; Firstenberg-Eden y Sharpe, 1991; Vasavada, 1993). Los métodos
rápidos de análisis microbiológico que se abordan en este apartado se han
clasificado en:
1.- Métodos basados en la automatización de las técnicas
convencionales
2.- Métodos fisico-quimicos
3.- Métodos inmunológicos
4.- Métodos genéticos
11.3.2.1. AUTOMATIZACION DE LOS METODOS CONVENCIONALES
El método tradicional de recuento por siembra en medio sólido, que
suele ser el método de referencia para estimar la fiabilidad de otros métodos
analíticos, presenta varios inconvenientes como son la lentitud, la necesidad de
múltiples manipulaciones y la laboriosidad que supone realizar el recuento de
colonias. Para solucionar algunos de estos inconvenientes, se han propuesto
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diversas técnicas que permiten la automatización de los métodos tradicionales
y cuyo fin es reducir el gasto de material, facilitar el manejo y aumentar el
número de muestras a analizar. No obstante, estas técnicas no evitan la
necesidad de incubar las placas durante periodos de tiempo más o menos
largos (24-72 horas en el más favorable de los casos), no disminuyendo por
ello el tiempo necesario para completar cada ensayo.
Actualmente existen en el mercado numerosos instrumentos que
permiten una automatización del proceso. Quizás el más interesante sea el
“Spiral Plate Svstem”, desarrollado por la Eood and Drug Administration
(FDA) de EE.UU. Este aparato consta de un dispensador que deposita de
forma continua un volumen decreciente de líquido en la superficie de la placa
de agar, la cual gira a una velocidad adecuada mientras el dispensador se
mueve desde el centro hasta el extremo. Este dispensador diluye y siembra,
presentando una buena correlación con el método de recuento en placa
(Hedges y col., 1978; Kramer y col., 1979). Además, requiere mucho menos
material que el método de siembra convencional, ya que se eliminan las
diluciones seriadas, no requiere duplicación de las siembras y permite la
automatización de las mismas.
Otro instrumento interesante es el “Colworth droplet”, que diluye el
inóculo en agar fundido atemperado y, posteriormente, produce
microcolonias dentro de pequeñas gotitas de agar facilitando el recuento.
Tiene poca correlación con el método estándar. Fung y col., (1980) han
desarrollado el método de la “cinta adhesiva”, que permite recoger
directamente los microorganismos de las superficies de alimentos como la
carne y sembrarlos en placa evitando las diluciones.
Un sistema ideado para realizar diluciones automatizadas es el
“Gravimetric diluter” (Spiral System, Inc., Bethesda, MD). Los diluidores
gravimétricos son aparatos que llevan conectado un repartidor de líquidos a
una balanza, de manera que una vez pesada una cantidad de la muestra en una
bolsa estéril, se deposita en la misma el volumen necesario de diluyente para
obtener una dilución prefijada.
Los “preparadores automáticos de medios de cultivo” son sistemas que se
componen de un autoclave conectado a un sistema de llenado y apilado
INTRODUCCION 36
automático de placas de Petri.
Los “contadores automáticos de colonias” son aparatos que examinan la
placa, detectando las diferencias en propiedades ópticas que presentan las
colonias respecto del medio de cultivo.
Otras operaciones que requieren mucho tiempo y trabajo, como la
preparación de medios y la tinción de bacterias, también se han automatizado.
De los equipos diseñados para esta automatización, merece citarse el
“Dynastainer”. Se trata de un instrumento que realiza tinciones Gram, o de
otro tipo, siete u ocho veces más rápidamente que cuando se realizan de forma
manual (Fung, 1975).
11.3.2.2. METODOS FISICO-OUIMICOS
Generalmente se basan en la detección y amplificación de las
modificaciones fisico-quimicas del medio, como consecuencia del crecimiento
activo de los microorganismos. Entre ellos destacan la impedimetría,
microcalorimetría, turbidimetría o nefelometría, radiometría,
epifluorescencia directa sobre filtro (DEFT), bioluminiscencia o medida del
ATP, la prueba del Limulus y el ensayo de la actividad aminopeptidásica
ligada a la pared celular.
11.3.2.2.1. Impedimetría
Es una de las técnicas con un mayor potencial de aplicación en la
detección de microorganismos en los alimentos (Firstenberg-Eden y Zindulis,
1984). Se basa en la detección de la actividad microbiana a través de la medida
de la impedancia eléctrica. La impedancia es la resistencia al paso de una
corriente alterna a través de un material conductor, como puede ser un medio
de cultivo. Cuando los microorganismos crecen, metabolizan sustratos no
iónicos de baja conductividad (proteínas, carbohidratos y grasas)
convirtiéndolos en metabolitos iónicos de una conductividad mayor (ácidos
grasos, aminoácidos y ácidos orgánicos). Así, los cambios de impedancia
debidos al acúmulo de metabolitos resultantes del crecimiento microbiano se
pueden medir colocando el medio de cultivo en unos pocillos provistos de dos
electrodos de acero inoxidable y aplicando a continuación una corriente
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alterna. Este método permite detectar poblaciones bacterianas de lO5~lO6
ufc/ml en 3-5 horas y de i04-í05 ufc/ml en 5-7 horas, presentando una buena
correlación con el método de recuento en placa (Wood y col., 1977)
La impedimetria se ha utilizado con éxito para predecir la vida útil de la
leche (Bishop y col., 1984), quesos (Bishop y White, 1985), hortalizas y
alimentos congelados (Hardy y col., 1977). También se ha empleado en la
industria cárnica, permitiendo la detección en las carnes refrigeradas de
niveles de microorganismos iguales o superiores a íO~ ufc/cm2 en menos de 2
horas (Bulte y Reuter, 1984).
Los instrumentos utilizados para medir la impedancia son el
“Bactometer” y el “Bactobridge” (Firstenberg-Eden, 1986). Entre las ventajas
de este método destacan una detección rápida de microorganismos específicos
cuando se utilizan medios de cultivo selectivos, el bajo coste de la prueba, la
simplicidad en la preparación de las muestras, la rapidez y la posibilidad de
informatización de los datos obtenidos (Easter, 1985; Firstenberg-Eden,
1986). En cuanto a sus inconvenientes, merecen citarse el elevado coste del
instrumental y la baja relación sensibilidad/velocidad, ya que cuanto menores
son los recuentos, mayor es el tiempo necesario para la obtención de
resultados (Jarvis y Easter, 1987).
11.3.2.2.2. Microcalorimetría
Se basa en la medida de los pequeños cambios de calor resultantes de la
actividad catabólica celular generada durante el crecimiento microbiano
(Eorrest, 1972). El calor se detecta y se transforma en señales eléctricas, que
son amplificadas y medidas con un microcalorímetro de Calvet. La
microcalorimetria se ha utilizado con éxito para el recuento de bacterias en la
masa panaria (Martínez y Rodrigo, 1987) y en conservas (Sacks y Manefee,
1972). No obstante, el método no ha alcanzado una gran difusión debido a su
elevado coste y a la imposibilidad de procesar un gran número de muestras.
Gram y Sogaard (1985) sugieren que un estudio más avanzado de la técnica
permitiría relacionar las lecturas de producción de calor, no sólo con los
recuentos totales de colonias, sino también con la modificación de las
propiedades sensoriales de los alimentos.
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11.3.2.2.3. Turbidimetría
La turbidimetría o nefelometría es el método más utilizado para evaluar
el crecimiento de un cultivo microbiano. Se basa en la propiedad de las
partículas de pequeño tamaño de refractar la luz incidente. Así, dentro de
cienos límites, existe una relación entre la cantidad de luz que atraviesa una
suspensión celular y el número de microorganismos presentes en ella. La
mayoría de colorímetros y espectrofotómetros utilizados para medir la
turbidez de un cultivo efectúan las lecturas en forma de absorbancia,
calculándose el crecimiento microbiano por el aumento de ésta con el tiempo.
Sin embargo, cuando se alcanzan valores elevados de absorbancia la relación
deja de ser lineal (García y col., 1991). Para efectuar medidas directas de
suspensiones densas es preciso utilizar un nefelómetro, que mide directamente
la luz difractada. Si no se dispone de este instrumento, conviene efectuar
diluciones del cultivo para realizar las medidas dentro del intervalo de
linealidad del aparato.
Uno de los inconvenientes de este método es que, si el medio de cultivo
no permanece estable, no puede establecerse una relación con el crecimiento
microbiano. Otra limitación del método viene dada por su sensibilidad, ya que
no es capaz de detectar concentraciones de microorganismos inferiores a ío~
ufc/ml. Además, solo es aplicable si la población se considera
morfológicamente homogénea y uniformemente distribuida por el medio
(Lambrecht y col., 1988).
La turbidimetría se ha utilizado para el recuento de bacterias en diversos
alimentos como la leche cruda (Mattila y Alivehmas, 1987), carne picada,
hamburguesas y salchichas (Jorgensen y Schulz, 1985; Mattila, 1987). No
obstante, la aplicación de este método se ha visto limitada por la gran cantidad
de panículas presentes en los alimentos y por la opacidad de las mismas. La
comercialización de un turbidímetro (Bioscreen Analysis System; Labsystems,
Helsinki, Finlandia) que contiene un sistema dispensador de diluciones y una
placa agitadora provista de pocillos donde se incuba la muestra, ha permitido
establecer una relación más exacta entre los datos turbidimétricos y el
crecimiento microbiano en las muestras de alimentos.
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11.3.2.2.4. Radiometría
Este método se basa en la detección del dióxido de carbono procedente
de la acción metabólica de los microorganismos en los hidratos de carbono
(Fung, 1984; Martínez y Rodrigo, 1987). Los microorganismos se siembran
en un medio de cultivo al que se incorpora un metabolito marcado con 14C y,
a continuación, se procede a medir la cantidad de ‘4C0
2 liberado mediante un
contador de centelleo. Para los microorganismos que utilizan la glucosa, ésta
se emplea generalmente marcada con
14C y para los que no la metabolizan, se
suele utilizar el 14C-formiato o el 14C-glutamato.
Levin y col., (1956) fueron los primeros en utilizar la radiometría en
microbiología clínica, aunque posteriormente se ha aplicado a los alimentos y
al agua. Este método se ha utilizado para investigar en la carne la presencia de
algunas bacterias patógenas como S. aureus, S. typhimuriurn y esporos de Cl.
botulinum (Previte, 1972, Lampi y col., 1974; Steward y col., 1980).
Asimismo, se ha utilizado en la determinación de microorganismos viables en
concentrado de zumo de naranja congelado (Hatcher y col., 1977), en
vegetales cocidos (Rowley y col., 1977) y como test de esterilidad para
alimentos UHT. Esta técnica puede utilizarse como orientación en los
alimentos que contienen elevadas concentraciones de microorganismos y
precisa de 5 a 6 horas para la obtención de resultados (Lampi y col., 1974).
No obstante, su elevado coste y los problemas derivados del uso de
compuestos radiactivos limitan su utilización.
11.3.2.2.5. Epifluorescencia directa sobre filtro (DEFT)
Esta técnica se desarrolló como una alternativa al método de la
reducción de colorantes para la determinación de la calidad bacteriológica de
la leche, si bien ha sido aplicada posteriormente a otros alimentos. El método
se basa en la filtración de la muestra de alimento a través de una membrana de
policarbonato que retiene mohos, bacterias y levaduras. Los microorganismos
retenidos en el filtro se tiñen con el colorante fluorescente naranja de
acridina, con el fin de poderlos observar y contar mediante un microscopio de
fluorescencia (Pettipher, 1986). Las preparaciones, una vez teñidas, se
mantienen estables durante aproximadamente un mes, permitiendo su análisis
en instalaciones centrales mejor equipadas que un laboratorio microbiológico.
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La DEFT es un método de detección de microorganismos rápido y
sensible, con un límite de detección de l0~ ufc/ml o cm2 (Pettipher y col.,
1980; Pettipher y Rodríguez, 1982; Shaw y col., 1987). Además, la
correlación del método DEFT con el de recuento en placa es bastante alta,
llegándose a obtener en alimentos como la leche cruda coeficientes de
correlación comprendidos entre 0,86 y 0,96 en el intervalo entre l0~ y
ufc/ml (Pettipher y Rodríguez, 1982). No obstante, es una técnica cara para
ser utilizada con fines rutinarios (Easter y col., 1987).
La DEFT se utilizó originalmente para determinar la calidad
microbiológica de las aguas (Hobbie y col., 1977; Zimmermann y col., 1978).
Sin embargo, al aplicarse por primera vez a la leche cruda (Pettipher y col.,
1980), los glóbulos grasos, las células somáticas y los agregados proteicos
obstruían los poros de las membranas, siendo necesario un pretratamiento
enzimático de la leche con tripsina y la adición de agentes tensoactivos como
el tritón X-I0O (Wood y Gibbs, 1982). La utilización de detergentes y
enzimas ha permitido la filtración de diversos productos lácteos como la
mantequilla, crema, leche pasteurizada y leche UHT. Con el fin de paliar los
inconvenientes de la baja repetitividad y de la dificultad de los recuentos
debidos a las partículas de alimento retenidas en el filtro, se han desarrollado
una serie de prefiltros de tamaños de poro variables que han permitido que un
gran número de productos como la harina, la carne congelada y las hortalizas
puedan ser analizados mediante esta técnica. (Pettipher y Rodríguez, 1982).
La DEFT también se ha aplicado en alimentos irradiados (Betts y col., 1988),
en la enumeración selectiva de bacterias en alimentos (Rodriguez y Kroll,
1988) y en el análisis bacteriológico de aguas en la industria farmacéutica
(Newby, 1991).
En los alimentos tratados por calor, hay que tener en cuenta que algunas
células no viables pueden producir fluorescencia y dar lugar en los recuentos
a falsos positivos (Easter, 1985). No obstante, aunque no es una característica
constante de la DEFT, las células viables suelen originar fluorescencia roja
mientras que las no viables emiten un color verde.
Recientemente se han desarrollado equipos para el filtrado y la tinción
que, junto con la introducción de los analizadores computerizados de
imágenes, permiten el análisis de un mayor número de muestras y eliminan el
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trabajo tedioso que supone al operario el efectuar los recuentos al
microscopio. Sin embargo, la utilización de un analizador de imagen eleva el
coste de la prueba, permitiendo únicamente una semiautomatización del
método, ya que no evita determinadas operaciones manuales (Pettipher, 1986).
Recientemente, una compañía francesa ha comercializado un instrumento
(COBRA) que automatiza las fases de filtración, tinción, secado y recuento del
DEET. Este aparato se ha utilizado para la enumeración rápida de bacterias en
cultivos puros, leche cruda, carne y pescado, obteniéndose coeficientes de
correlación con el método estándar de recuento en placa de 0,99 (cultivos
puros), 0,81 (leche cruda) y 0,91 (carne y pescado). El sistema es muy
sencillo y un solo operador puede procesar alrededor de 100 muestras en
menos de una hora (Pettipher y col., 1992).
11.3.2.2.6. Bioluminiscencia o medida del ATP
Esta técnica se basa en la visualización de reacciones enzimáticas que
cursan con emisión de luz (Quesneau, 1983) y que tienen lugar en
determinados seres vivos como las luciérnagas y algunos microorganismos
marinos. Actualmente se están utilizando reacciones luminiscentes en el
control de la calidad bacteriológica de los alimentos mediante el empleo de la
luciferasa, enzima presente en la cola de la luciérnagas. Este enzima, en
presencia de dos sustratos, luciferina y adenosín-trifosfato (ATP), cataliza una
reacción bioluminiscente en la cual la luciferina se oxida provocando la
emisión de una luz azul verdosa medible espectrofotométricamente a 560 nm
(Wood y Gibbs, 1982). Así, conociendo la cantidad de ATP presente en las
células bacterianas, se puede estimar el número de microorganismos existentes
en la muestra.
Sharpe y col., (1970) fueron los primeros en emplear esta técnica en el
análisis microbiológico de los alimentos. Estos y otros investigadores
señalaron que su principal inconveniente se debía a la presencia de ATP no
microbiano en los alimentos (Sharpe y col., 1970; Starker, 1984).
Actualmente, este problema se ha intentado paliar por dos vías: 1) separando
los microorganismos del alimento empleando métodos físicos como la
filtración y 2) extrayendo y destruyendo selectivamente el ATP no
microbiano mediante la adición de surfactantes y enzimas (Wood y Gibbs,
1982; Payne y Kroll, 1991). Al aplicar conjuntamente un tratamiento de
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filtración diferencial y una destrucción enzimática del ATP no microbiano,
Spurgash y col., (1985) observaron una alta correlación (r = 0,96) entre el
ATP y los recuentos en placa de muestras de carne de vacuno en el intervalo
comprendido entre 5 x íO~ y 2 x 108 ufc/g.
En la leche cruda, la medida del ATP permite la estimación de
concentraciones bacterianas superiores a 105 ufc/ml. Sin embargo, para
niveles inferiores de microorganismos, la presencia residual de ATP micelar
no destruido por el tratamiento enzimático puede interferir en la detección del
ATP bacteriano. Además, la presencia de Ps.fluorescens y otras especies
psicrotrofas en la leche cruda mantenida a temperaturas de refrigeración,
puede también proporcionar resultados falsos al medir el ATP bacteriano
debido a la gran actividad ATPásica que poseen estas bacterias. No obstante,
se ha señalado que la probabilidad de que la actividad ATPásica de la flora
psicrotrofa interfiera en la determinación del ATP de la leche sólo es
significativa cuando la concentración de psicrotrofos alcanza un valor de 108
ufc/ml, en cuyo caso las propias alteraciones organolépticas de la leche la
hacen inadecuada para su procesamiento (Bothe y col., 1986). También
pueden presentar problemas aquellas muestras de leche con un elevado
número de células somáticas (> 105/ml), las cuales producen suficiente
ATPasa para hidrolizar el ATP extraído, provocando interferencias en la
detección del ATP bacteriano (Stannard, 1989).
La bioluminiscencia se ha utilizado para determinar la vida útil y la
calidad bacteriológica de muchos alimentos (Stannard y Gibbs. 1986; Kricka,
1988). En la actualidad se comercializan “kits” que contienen todos los
reactivos necesarios para su utilización en alimentos como la leche, cremas,
carnes, alimentos preparados y bebidas.
La bioluminiscencia es probablemente la técnica más rápida y eficaz para
evaluar el contenido total de microorganismos de un alimento (Wood y Gibbs,
1982), ya que proporciona los resultados en 10-20 minutos con un límite de
detección de alrededor de ío~ ufc/ml ó g. A pesar de su simplicidad y rapidez
(Baker y col., 1992), presenta algunos inconvenientes como son la compleja
preparación de las muestras, el elevado coste y la inespecificidad (Martínez y
Rodrigo, 1987). Su aplicación al análisis de los alimentos es más restringida
que el método DEFT y, por lo general, su correlación con los métodos de
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referencia es menor (Barcina y col., 1989).
El gran avance experimentado por las técnicas de ingeniería genética ha
permitido incorporar los genes responsables de la luminiscencia (genes “lux”),
vía bacteriófagos, a los microorganismos no luminiscentes, lo que ha
mejorado tanto la especificidad de la técnica de identificación de bacterias de
los alimentos como la correlación con los recuentos bacterianos (Baker y col.,
1992; Griffiths, 1993).
11.3.2.2.7. Prueba del Limulus
La prueba del Lirnulus se basa en la capacidad que posee una endotoxina
de naturaleza lipopolisacárida de la pared celular de las bacterias
Gram-negativas (Westphal, 1975) de provocar la coagulación de un lisado de
amebocitos procedentes del plasma del cangrejo americano (Limulus
polyphoernus). El lipopolisacárido que compone la endotoxina (Lípido A),
junto con los iones Ca2+ y Mg2+ de la pared celular bacteriana, provoca la
activación de un enzima procoagulante (coagulina) semejante a la tripsina, que
al reaccionar con una proteína del lisado de amebocitos origina la formación
de un gel (Young y col., 1972).
La endotoxina lipopolisacárida sólo existe en las bacterias
Gram-negativas y en cantidades relativamente constantes. Es termoestable y se
libera al medio cuando las bacterias mueren, aunque en ciertas condiciones
puede liberarse de las células bacterianas viables (Hansen y col., 1982). La
termorresistencia de la endotoxina proporciona a la prueba del Limulus la
capacidad de detectar bacterias psicrotrofas presentes en alimentos como la
leche cruda (Stidi, 1982).
La prueba se realiza añadiendo alícuotas de un homogenizado del
alimento a pequeñas cantidades de un preparado de lisado de Limulus,
incubando a continuación a 370C durante 1 hora. La presencia de endotoxinas
produce la gelificación del material lisado, lo que indica la presencia de
bacterias Gram-negativas en la muestra. Por el contrario, si no se forma gel
es que, o no existen bacterias Gram-negativas o están presentes en tasas bajas.
El título de bacterias se considera como el inverso de la dilución más alta de
muestra que produce la gelificación del lisado. Si se requiere una mayor
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precisión en el resultado, la turbidez originada como consecuencia de la
reacción del lisado con la endotoxina puede medirse espectrofotométricamente
a 360 nm (Bishop y White, 1986).
Esta técnica se aplicó por primera vez a la carne picada (Jay, 1977),
observándose que los títulos de endotoxina aumentaban proporcionalmente a
los recuentos de bacterias Gram-negativas viables (Jay y col., 1979; Jay,
1981). Diversos investigadores afirman que la prueba del Lirnulus constituye
un método sensible, rápido y eficaz para medir la cantidad de endotoxina en la
leche cruda y pasteurizada y, en consecuencia, un buen procedimiento para
determinar los antecedentes de un producto lácteo respecto de su recuento de
bacterias psicrotrofas Gram-negativas (Hansen y col., 1982; Mikolajcik y
Brucker, 1983).
Aunque la prueba del Limulus detecta concentraciones pequeñas de
microorganismos (102 ufc/ml ó g), su precisión y fiabilidad mejoran
considerablemente a partir de tasas de íO~ ufc/ml ó g (1 ng de endotoxina)
(Mikolajcik, 1983). Este método proporciona los resultados en menos de 1,5
horas y presenta una buena correlación con los recuentos bacterianos en placa
(Stidi y col., 1981).
Una modificación de la prueba del Lirnulus es el método cromogénico
(Iwanaga y col., 1978), que se ha utilizado para estimar la calidad
microbiológica de la leche (Mottar, 1988). Al poner en contacto la leche con
el lisado de amebocitos se añade también un sustrato cromogénico
(arginina-p-nitroanilida), desarrollándose un color amarillo como
consecuencia de la liberación de p-nitroanilina debida a la hidrólisis del
sustrato. La p-nitroanilina liberada puede medirse espectrofotométricamente a
405 nm, reflejando la cantidad de endotoxina presente y, por lo tanto, la tasa
de bacterias Gram-negativas. Si bien el límite de detección (lO3i0~ ufc/ml) es
similar, el ensayo cromogénico proporciona lecturas más precisas,
reproducibles y cuantificables, así como resultados más rápidos (Svensson y
Hann-Hagerdahl, 1987).
Tanto la prueba del Lirnulus como la modificación cromogénica
requieren el mismo volumen de lisado de amebocitos y presentan el
inconveniente de un coste excesivo. Por ello, se han desarrollado
INTRODUCCION 45
micrométodos que reducen significativamente la cantidad de lisado necesaria y
detectan concentraciones bacterianas a partir de íO~-íO~ ufc/ml con una
elevada correlación con los recuentos bacterianos (Prior y Spagna, 1979;
Gordi y Aspargaus, 1980; Stidi y col., 1981; Melvaar y Fystro, 1982; May y
col., 1989).
Recientemente, se ha comercializado un aparato denominado
Toxinómetro ET-201 (Wako Chemical Industries Ltd., Amagasaki, Japón)
que mide automáticamente el cambio de turbidez que se produce en el medio
como consecuencia de la actividad de la endotoxina en el lisado de Limulus.
Mottar y col., (1993) han evaluado la utilidad del Toxinómetro para el análisis
rutinario de la leche en relación con su contenido de bacterias
Gram-negativas, obteniendo un límite de detección de í0~ ufc/ml con una
mayor rapidez y repetitividad que el método cromogénico descrito.
11.3.2.2.8. Prueba de la actividad aminopeptidásica ligada a la
pared celular
Se basa en la existencia en la pared celular de las bacterias
Gram-negativas de un enzima con actividad aminopeptidásica (Lazdunski y
col., 1975). Este enzima actúa sobre los péptidos, pero también lo hace
sobre sustratos cromogénicos (pseudopéptidos) como la
L-alanina-p-nitroanilida, L-lisina-p-nitroanilida, L-leucína-p-nitroanilida, etc,
liberando el aminoácido correspondiente y la p-nitroanilina, un compuesto de
color amarillo.
En un principio, la actividad aminopeptidásica se utilizó para diferenciar
las bacterias Gram-positivas de las Gram-negativas, observándose que al
adicionar el sustrato a un cultivo en superficie de una placa de recuento, las
bacterias Gram-negativas adquirían un color amarillo debido a la actividad
aminopeptidásica, mientras que las Gram-positivas no presentaban esta
coloración por carecer de dicha actividad (Cerny, 1976).
Esta prueba ha sido utilizada por Pérez de Castro y col., (1988; 1989) y,
posteriormente, perfeccionada por Alvarado y col., (1992) para la estimación
de la calidad microbiológica de la carne fresca y de la leche cruda
refrigeradas. Se basa en la detección de la actividad aminopeptidásica de las
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bacterias psicrotrofas Gram-negativas, lo que se realiza determinando
espectrofotométricamente a 390 nm la p-nitroanilina, compuesto de color
amarillo liberado en la hidrólisis de un sustrato incoloro como la
L-alanina-p-nitroanilida. El límite de detección es del orden de ío~ ufc/cm2
en el caso de la carne y de 5 x l0~ ufc/ml en la leche; presenta una gran
correlación con el método tradicional de recuento en placa y los resultados se
obtienen en sólo 2,5 - 3 horas. Aunque, como hemos dicho, la tasa de
p-nitroanilina se determina espectrofotométricamente a 390 nm, si su
concentración es elevada se detecta a simple vista. Por lo tanto, este método
permite diferenciar las muestras de buena calidad microbiológica (tasas de
bacterias < 105 ufc/cm2 para la carne y < 5 x io~ ufc/ml para la leche) de las
de baja calidad microbiológica (tasas de bacterias >io~ ufc/cm2 para la carne
y > 5 x 10~ ufc/ml para la leche) mediante la simple visualización del color
amarillo desarrollado.
La prueba descrita es rápida, sencilla y económica. Su principal
inconveniente para estimar la calidad microbiológica de la leche radica en que
pierde sensibilidad debido a que es poco eficaz la recuperación de los
microorganismos de las muestras. En el caso de la carne, una centrifugación a
2000 x g es suficiente para sedimentar el 99,9 % de los microorganismos
previamente suspendidos en un medio líquido. Sin embargo, para arrastrar los
microorganismos de una muestra de leche debe aplicarse una fuerza
centrífuga mucho mayor (13.000 x g), ya que en el sedimento sólo se
recuperan entre el 70 y el 80% de las bacterias psicrotrofas presentes, que son
las que participarán en la reacción enzimática durante desarrollo de la prueba
(Pérez de Castro y col., 1988; Pérez de Castro, 1989).
11.3.2.3. TECNICÁS INMUNOLOGICAS
La investigación y desarrollo de las técnicas inmunológicas como
técnicas analíticas comenzó hace aproximadamente 30 años, empleándose
sobre todo en microbiología clínica. Su aplicación a los alimentos para la
detección de constituyentes naturales, de plaguicidas, residuos,
microorganismos etc, está adquiriendo cada día más auge debido a las ventajas
que poseen frente a los métodos convencionales. Su sensibilidad, especificidad,
rapidez y bajo coste, las hacen especialmente útiles para la detección y
cuantificación de los microorganismos de los alimentos. Además, la
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disponibilidad de “kits” comerciales ahorra tiempo y trabajo y elimina la
necesidad de analizar las muestras en laboratorios sofisticados (Alíen, 1990;
Samarajeewa y col., 1991). Las técnicas inmunológicas se diferencian de otras
técnicas analíticas en que su “tecnología” reside en las moléculas (anticuemos)
y no en equipos instrumentales complejos.
Entre los métodos inmunológicos que con mayor éxito se han aplicado
al análisis microbiológico de los alimentos destacan: la aglutinación, la
inmunofluorescencia, el radioinmunoensayo (RíA) y las técnicas
inmunoenzimáticas (ELISA) (Candlish, 1991).
11.3.2.3.1. Aglutinación
La aglutinación es una técnica inmunológica basada en la detección de
microorganismos mediante la utilización de inmunosueros específicos. Los
anticuerpos se unen a los antígenos de la superficie de las bacterias formando
una red que se pone de manifiesto por la precipitación de los
microorganismos. Aunque la técnica se ha utilizado en la detección de
Salmonella sp., Shigella sp., 5. aureus y otros microorganismos, se considera
inespecífica, ya que puede dar reacciones cruzadas con microorganismos
afines. Una variante de esta técnica, empleada en estudios epidemiológicos y
en la identificación de microorganismos patógenos aislados de alimentos,
consiste en la utilización de partículas de látex unidas a los anticuerpos (Rose y
Stringer, 1989).
11.3.2.3.2. Inmunofluorescencia
Se basa en la detección de los microorganismos mediante la utilización
de anticuemos marcados con fluoresceína. Para la visualización de esta
reacción de antígeno-anticuerpo se emplea un microscopio de fluorescencia.
Esta técnica se ha utilizado para la detección de bacterias patógenas como
Sainzonella sp. y su límite de detección es de íO~ ufc/ml. Algunos de los
inconvenientes de su empleo son la existencia de reacciones cruzadas con otros
microorganismos, la necesidad de disponer de personal cualificado y el
trabajo tedioso asociado al exámen microscópico (Cox y col., 1987).
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11.3.2.3.3. Radioinmunoensayo (RíA)
Se basa en la utilización de antígenos marcados con isótopos radiactivos
que compiten por su unión a los anticuerpos con los antígenos de la muestra
problema (Van Vunakis, 1980). La concentración de antígeno unida a los
anticuemos se cuantifica en un contador de radiactividad. La separación de los
complejos antígeno-anticuerpo se realiza por precipitación con sulfato
amónico o polietilén-glicol, cromatografía líquida, placas de poliestireno, etc.
Esta técnica se ha utilizado en la detección en productos lácteos, cárnicos y
mariscos de las enterotoxinas A y B de 5. aureus (Johnson y col., 1972;
Collins y col., 1972) y también en la detección de algunas micotoxinas, como
la aflatoxina M1 y la ocratoxina A (Pestka y col., 1981). Los problemas
derivados del uso de compuestos radiactivos, así como el elevado coste y la
complejidad de la técnica, han limitado su utilización (Wolcott, 1991).
11.3.2.3.4. Métodos inmunoenzimáticos (ELISA)
Los métodos inmunoenzimáticos ELISA (Enzyme-Linked
Irnrnunosorbent Assays) son, sin duda, los más empleados en la detección de
microorganismos y toxinas de los alimentos. Se basan en la fijación del
antígeno o anticuerpo en un soporte sólido y en la visualización objetiva de la
interacción antígeno-anticuerpo mediante la conjugación de uno de los
componentes de la reacción con un enzima. Para la fijación del antígeno o
anticuerpo se utilizan placas de poliestireno, polivinilo, propileno o nylon, que
permiten su adsorción pasiva y una separación más eficaz de los compuestos
libres (Clark y Engval, 1980). Por lo que se refiere al enzima utilizado en la
conjugación, es conveniente que esté purificado, que sea fácil de obtener y que
al reaccionar con el sustrato origine un producto fácilmente cuantificable. Los
enzimas más utilizados para este fin son la peroxidasa de rábano, la B-
galactosidasa, la glucosa oxidasa y la fosfatasa alcalina (Voller y col., 1986)
La elección del sustrato del enzima es también importante en las técnicas
de ELISA. El sustrato debe ser estable y soluble antes y después de su
degradación. El enzima peroxidasa de rábano, uno de los más empleados,
utiliza como sustrato el peróxido de hidrógeno y como donantes de hidrógeno
la o -fenildiamina (OPD), el ácido 2,2’-azino-di (3-etil-benzotiazolina)
sulfónico (ABTS), el ácido 5-aminosalicílico y la 3,3’,
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5,5’-tetrametilbenzidina. En el caso de la B-galactosidasa, el sustrato más
utilizado es el o-nitrofenil-13-D-galactopiranósido (O-NPG) y para la fosfatasa
alcalina el p-nitrofenil (P-NPP) (Tijssen, 1985). Los donantes de hidrógeno,
al oxidarse en presencia del sustrato, originan compuestos coloreados
cuantificables espectrofotométricamente.
Los métodos inmunoenzimáticos permiten el diseño de diversas
variantes metodológicas. De ellas, las más utilizadas son el ELISA indirecto,
el competitivo y el sandwich.
En la técnica del ELISA indirecto (Fig. 11.1), el antígeno se fija por
adsorción pasiva a una superficie inerte (1); a continuación se adicionan los
anticuerpos específicos, que reconocen al antígeno (2) y se unen a él formando
un complejo que se detecta mediante la incorporación de un segundo
anticuerpo marcado con un enzima (3). La reacción se visualiza porque el
enzima, al actuar sobre el sustrato (4), libera un compuesto coloreado.
En la técnica del ELISA competitivo (Fig. 11.2), el anticuerpo o
antígeno específico se fija a una superficie inerte (1) y, a continuación, se
añade un conjugado de enzima-antígeno o enzima-anticuerpo (2a) de
concentración conocida, mezclado con la muestra problema. Utilizando como
control otro pocillo carente de muestra (2b), y después de adicionado el
sustrato (3a y 3b), se observa la diferencia de color entre ambos pocillos, que
es indicativa de la concentración de antígeno de la muestra problema.
En la técnica del ELISA sandwich (Fig. 11.3), el anticuerpo específico
(anticuerpo de captura) se fija a una fase sólida (1) y a continuación se añade
el antígeno problema, el cual es capturado por el anticuerpo fijado (2). El
complejo anticuerpo-antígeno se detecta generalmente con el mismo
anticuerpo marcado con un enzima (3) (anticuerpo de detección). Einalmente
se añade el sustrato (4) y el compuesto coloreado, originado como
consecuencia de la acción enzimática, permite visualizar la reacción.
En los últimos años, se ha comprobado que el complejo avidina-biotina
es un mediador muy útil y versátil en una gran variedad de aplicaciones
analíticas, incluidas las técnicas inmunoenzimáticas (Wilchek y Bayer, 1988).
El hecho de que en poco tiempo se haya generalizado su uso en campos muy
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diversos se debe a la elevadísima afinidad (1015 M4) de la avidina por la
biotina y a la gran estabilidad de esta interacción no covalente. Las
reacciones inmunoenzimáticas (ELISA) se pueden amplificar utilizando las
propiedades del complejo avidina-biotina. En el caso del ELISA indirecto
(Fig. 11.4), después de fijar el antígeno a una superficie sólida (1), se añaden
los anticuemos específicos de la reacción conjugados con la biotina (2) y, a
continuación, el complejo antígeno-anticuerpo se detecta adicionando un
conjugado de avidina-enzima (3), en lugar de las anti-inmunoglobulinas de la
especie de la que procede el anticuerpo unido al enzima. La reacción se
visualiza porque el ezima, al actuar sobre el sustrato (4), libera un compuesto
coloreado.
Las técnicas inmunoenzimáticas presentan múltiples ventajas en el
análisis microbiológico de los alimentos debido a su especificidad, sensibilidad
y sencillez. Además son baratas y permiten analizar en poco tiempo un gran
número de muestras, lo que las convierte en muy útiles para su utilización
rutinaria en la industria alimentaria. Estas técnicas se han utilizado con éxito
en la detección y cuantificación en diversos alimentos de microorganismos
patógenos como Salmonella sp. (D’Aoust y Sewell, 1988; Wyatt y col., 1990),
Shigella sp. (Islam y Stimson, 1987), Escherichia coli enterotoxigénico (Shah
y Rhea, 1986), Carnpylobacter jejuni (Annan-prah y Janc, 1988),
StaphylocoCcus aureus (Peterkin y Sharpe, 1984; Mirhabibollahi y col., 1990),
Yersinia enterocolítica (Slavchev y Zlatka, 1989), Listeria nionocytogenes
(Mattingly y col., 1988) y Aeromonas hydrophila (Merino y col., 1993), así
como de diversos mohos y toxinas bacterianas, detectando niveles de
microorganismos del orden de lO5~106 ufc/ml o g (Candlish, 1991).
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Antígeno adsorbido al pocillo
2.- Anticuerpos específicos que reconocen
al antígeno
3.- Ántiinmunoglobulinas conjugadas a un
enzima y que reconocen el complejo
antígeno-anticuerpo
4.- Adición del sustrato enzimático
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Hg. 11.1. Esquema de la técnica del ELISA indirecto
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1.- Anticuerpo adsorbido al pocillo
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2a.- Adición de la mezcla
antígeno-enzima con
la muestra problema
3a.- Adición del sustrato
enzimático
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3b.- Adición del sustrato
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Diferencia de color entre 3a y 3b = Antígeno desconocido
Hg 11.2. Esquema de la técnica del ELISA competitivo
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1.- Anticuerpo adsorbido al pocillo
2.- Antígeno capturado por un
anticuerpo especifico
3.- Anticuerpos específicos marcados
con un enzima, que reconocen al
antígeno anclado
4.- Adición del sustrato enzimático
Hg. 11.3. Esquema de la técnica del ELISA sandwich
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1.- Antígeno adsorbido al
pocillo
2.- Anticuerpos específicos
conjugados con la biotina,
que reconocen al antígeno.
3.- Avidina marcada con un
enzima, que reconoce a
la biotffia
4.- Adición del sustrato
enzimático
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Fig. 11.4. Esquema de la técnica del ELISA indirecto, utilizando anticuerpos
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11.3.2.4. METODOS GENETICOS
Incluyen diversas técnicas basadas en la identificación de fragmentos de
ADN cromosómico o plasmídico. Los métodos genéticos, aunque resultan
caros para ser utilizados con fines analíticos rutinarios, proporcionan datos
específicos y útiles para detectar en los alimentos la presencia de algunos
microorganismos patógenos (Earnshaw y Gidley, 1992).
11.3.2.4.1. Perfil plasmídico
Los plásmidos son moléculas circulares de ADN, distintas del ADN
cromosómico, que se replican autónomamente. La tipificación e identificación
de algunas bacterias atendiendo a su perfil plasmídico se realiza mediante la
extracción de los plásmidos de las células y su caracterización posterior por
electroforesis en geles de agarosa. En las bacterias Gram-positivas, el ADN
plasmídico se extrae mediante un proceso de lisis con SDS (dodecil sulfato
sódico) que sigue a un tratamiento con lisozima u otros enzimas que digieren
la pared celular. Las bacterias Gram-negativas son más difíciles de lisar y,
antes de la digestión de su pared con lisozima, necesitan un tratamiento con
EDTA (ácido etilén-diamín-tetraacético) para romperla. No obstante, son
muchos los métodos de extracción y aislamiento del ADN plasmídico
(Birnboim y Doly, 1979; Towsend y col., 1985).
El estudio del perfil plasmídico se utilizó inicialmente en epidemiología
clínica para la tipificación de cepas de Salmonella sp. (Fantasia y col., 1990),
pero también se ha aplicado a otros microorganismos patógenos. Actualmente,
constituye un método muy utilizado para identificar las fuentes de
contaminación durante el procesado de los alimentos. Ellison y col., (1989)
han empleado esta técnica para diferenciar las cepas de Bacillus cereus de
algunos ovoproductos. También se ha utilizado en la identificación y
diferenciación de cepas de Clostridiurn. perfringens (Phillips-Jones y col.,
1989), Brochothrix íhermosphacta, Salmonella sp., Escherichia cali
(Scheinbach y Hong, 1988), Staphylococcus aureus (Thompson y Holding,
1986) y Pseudomonas syringae (King, 1989).
Aunque la electroforesis de los ácidos nucléicos en geles de agarosa
permite la caracterizacion de moléculas de tamaño pequeño (< 1 MDa), en
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algunos casos los perfiles son complejos y difíciles de interpretar, sobre todo
si hay varios plásmidos de tamaño parecido o si algunos plásmidos
experimentan modificaciones que originan una migración no uniforme en el
gel. No obstante, estos problemas pueden resolverse mediante el empleo de
enzimas de restricción y técnicas de hibridación (Eamshaw y Gidley, 1992).
11.3.2.4.2. Perfil de restricción del ADN cromosómico
El ADN cromosómico está formado por una doble hélice de 4
nucleótidos que se repiten (adenina, guanina, citosina y timina). Los enzimas
de restricción (endonucleasas) rompen la molécula de ADN en determinados
lugares de secuencias específicas de nucleótidos, originando fragmentos de
diversos tamaños. El número y posición de los lugares de fragmentación
dependen de la secuencia de la molécula de ADN de cada microorganismo.
Por tanto, el número y tamaño de los fragmentos cromosómicos generados
reflejan la mayor o menor actividad de las endonucleasas del genoma
bacteriano, así como los cambios de la secuencia de nucleótidos del
cromosoma bacteriano.
La electroforesis en geles de agarosa (Schaberg y col., 1981) permite
separar los fragmentos de restricción del ADN microbiano según su tamano,
en el intervalo comprendido entre 0,1 y 100 MDa. No obstante, la técnica
presenta limitaciones cuando son muchos los fragmentos (más de 50) o son
demasiado grandes (>100 MDa). El protocolo de extracción del ADN
cromosómico debe realizarse con sumo cuidado para preservar la integridad
de las moléculas de ADN de posibles daños físicos. Aunque existen múltiples
procedimientos para extraer y purificar el ADN, generalmente se utilizan
tratamientos cíclicos con RNasas y proteasas, seguidos de una extracción con
cloroformo y precipitación del ADN en alcohol (Earnshaw y Gidley, 1992).
El perfil de restricción del ADN cromosómico se ha aplicado con éxito
en la identificación de muchos microorganismos patógenos de los alimentos,
como Yersinia enterocolitica, Salmonella typhirnuriurn, Listeria
rnonocytogenes, Serratia rnarcescens, Staphylococcus sp., Carnpylobacter sp. y
Aerornonas sp. (Bialkowska-Hobrzanska y col., 1990; Kapperud y col., 1990;
Simor y col., 1990).
INTRODUCCION 57
11.3.2.4.3. Sondas de ADN
Una sonda de ADN es un fragmento pequeño de nucleótidos que se unen
a regiones complementarias de un blanco o diana, permitiendo la detección de
una secuencia homóloga de ADN y, por tanto, de microorganismos con esa
secuencia. La complementariedad entre los nucleótidos determina la
hibridación de una sonda con su ADN específico. Para desarrollar un sonda de
ADN es necesario identificar una secuencia de nucleótidos, aislarla,
reproduciría y marcaría con un compuesto para determinar si ha tenido lugar
la hibridación con el ADN diana (Tenover, 1988). Los marcadores más
utilizados son los radioisótopos 32p, 3H, 1251 y ‘4C, aunque también pueden
emplearse enzimas como la peroxídasa de rábano, la fosfatasa alcalina, el
complejo avidina-biotina o el hapteno digoxigenina (Dovey y Towner, 1989).
No obstante, las sondas pueden obtenerse de varias formas: a) mediante
síntesis química de los oligonucleótidos, para lo cual es necesario conocer la
secuencia de nucleótidos del ADN plasmídico o cromosómico del
microorganismo a investigar o la secuencia aminoacídica del componente
estructural o toxina del microrganismo de interés y b) extrayendo el ADN de
las células y rompiéndolo en fragmentos con enzimas de restricción, con el fin
de que, al menos uno de ellos, contenga la secuencia de bases que le confiera
especificidad. A continuación, y con el fin de reproducir esa secuencia, se
insertan los fragmentos en un vector plasmídico que favorezca su donación y
después de otro tratamiento con endonucleasas y de la separación de los
fragmentos por electroforesis, éstos se transfieren a filtros de nitrocelulosa y
se marcan con el radioisótopo. Así, al depositar en los filtros la sonda que
contiene el ADN diana, los lugares de hibridación de la sonda con el ADN
adquieren radiactividad que se mide por autorradiografía (Leighton-Jones,
1991; Wolcott, 1991).
La especificidad de las sondas depende de su unión al ácido nucléico
diana y no a otros procedentes de otros microorganismos o del alimento y
pueden ser especificas de familia, género y especie. Las sondas de ADN se han
desarrollado para la detección y/o enumeración de microorganismos
patógenos presentes en los alimentos y en el agua. Actualmente se dispone de
sondas génicas específicas para Salmonella sp. (Fitts y col., 1983; Fitts, 1985),
Listeria sp. (Klinger y Johnson, 1988), enterotoxinas estafilocócicas
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(Notermans y col., 1988), enterotoxinas de Clastridium perfringens (Van
Damme-Jongsten, 1990) y E. coil enterotoxigénico (Samadpour y col., 1990),
Carnpvlobac’ter sp. (Olive y col., 1990), Shigella sp. (Small y Falkow, 1986) y
Pseudorn anas sp. (Ursing, 1986). También se han utilizado las sondas para
detectar microorganismos de interés industrial, como Lactobacillus curvatus,
utilizado en la fabricación de productos cárnicos fermentados (Petrick y col.,
1988).
Otra de las ventajas de las sondas es su sensibilidad, ya que pueden
detectar la presencia de un pequeño número de microorganismos. Mientras
algunos autores señalan que la concentración mínima detectable con una sonda
estándar es de l06~l07 células, otros indican un límite de detección de íO~
células. No obstante, la sensibilidad de las sondas génicas puede mejorase
notablemente mediante una amplificación previa del ADN, lo que se consigue
utilizando la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR)
(Firstenberg-Eden y Sharpe, 1991).
11.3.2.4.4. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)
La reacción en cadena de la polimerasa, descrita por primera vez por
Kepple y col., (1971) y modificada posteriormente por Saiki y col., (1985),
también se utiliza en la detección de microorganismos patógenos. La reacción
consta de tres pasos fundamentales: 1) la desnaturalización del ADN en dos
cadenas; 2) la utilización de oligonucleótidos sintéticos específicos “primers” o
cebadores que sirven de punto de partida para la incorporación de nuevos
nucleótidos y 3) una reacción enzimática que permite, a partir de los cebos
utilizados, completar la cadena complementaria del ADN utilizando los
nucleótidos presentes en la solución. Durante el segundo ciclo y siguientes, el
fragmento inicial del ADN y el resultante de la hibridación se utilizan como
molde. La reacción en cadena de la polimerasa dobla la cantidad de ADN
específico en cada ciclo de desnaturalización. Una amplificación de 20-40
ciclos origina una amplificación de 1 millón de veces el ADN original. La
reacción se ha simplificado con la utilización de una ADN-polimerasa
termoestable. El ADN amplificado resultante se pone fácilmente de manifiesto
mediante electroforesis de las muestras en geles de agarosa. Este método se ha
utilizado para detectar, entre otras, cepas enterotoxigénicas de E. cali (Olive,
1989), L. manocytagenes (Fitter y col., 1992), Vibria vulnificus (Hill y col.,
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1991), Taxaplasma gondil y Shigella sp., mejorando considerablemente el
tiempo y límite de su detección (Eirstenberg-Eden y Sharpe, 1991).
11.3.2.4.5. Aplicación de las técnicas de ingeniería genética a
la bioluminiscencia bacteriana
Algunos microorganismos marinos de los géneros Vibria,
Photobacteriurn, Alteramanas y Xenorhabdus (Meigen, 1991) emiten luz. La
energía necesaria para la bioluminiscencia proviene, no del ATP bacteriano,
sino del flavín-mononucleótido reducido (FMNH2) y de un aldehído alifático
de cadena larga (dodecanal o tetradecanal), que se oxidan en una reacción
intracelular catalizada por el enzima luciferasa, provocando la emisión de una
luz verdosa medible en un luminómetro. Los microorganismos terrestres
carecen de los genes que codifican el enzima luciferasa. Actualmente, la
aplicación de técnicas genéticas ha permitido incorporar los genes
responsables de la luminiscencia (genes “lux”) a microorganismos que no
emiten luz, posibilitando así la detección e identificación de determinadas
bacterias de los alimentos (Ulitzur y Kuhn, 1987; Baker y col., 1992;
Griffiths, 1993).
La inserción de los genes “lux” en el ADN de bacteriófagos específicos
permite su expresión en la bacteria hospedadora, que adquiere un fenotipo
bioluminíscente. Esto ha posibilitado la detección de microorganismos
patógenos como Salmanella typhimurium, Campylabacter sp. y Listeria
manaCytagenes, así como la de bacterias entéricas indicadoras de la calidad
higiénica de los alimentos (Stewart y col., 1991).
Por otra parte, los genes “lux” aislados de Vibria fisCheri permiten
construir fenotipos bioluminiscentes de microorganismos de importancia
industrial, como Lactabacillus casei, Streptacaccus lactis y Lactabacillus
plantarurn. Dado que la emisión de luz está ligada a una reacción metabólica,
la pérdida de luminiscencia de estas bacterias se considera indicativa de
actividades antimicrobianas (antibióticos, biocidas, bacteriófagos, etc.) que en
caso de encontrarse en la leche originarían la inactivación de los cultivos
iniciadores utilizados en la fabricación de productos lácteos como yogur o
queso (Stewart y col., 1989). La utilización de microorganismos con fenotipos
luminiscentes constituye una alternativa metodológica eficaz para evaluar las
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actividades antimicrobianas de la leche cruda.
Las bacterias luminiscentes proporcionan además una herramienta muy
útil para observar o seguir la recuperación de los microorganismos con
lesiones subletales originadas por la aplicación de tratamientos (esterilización,
congelación, irradiación, etc.) destinados a prolongar la vida útil de los
alimentos. La determinación de la recuperación de las células bacterianas
lesionadas es importante en la enumeración de los microorganismos de los
alimentos (Stewart, 1990).
Las bacterias luminiscentes también se emplean para controlar la eficacia
de los tratamientos de pasteurización y esterilización de diversos alimentos.
Los esporos de las células vegetativas bioluminíscentes, al ser metabólicamente
inactivos, no emiten luz, pero durante su germinación se activan las reacciones
enzimáticas que cursan con bioluminiscencia. Por este motivo, la introducción
de los genes “lux” en determinadas especies de Bacillus (B. subtilis y 8.
me gaterium) ha permitido la detección en los alimentos de aquellos esporos
que, al no haber sido convenientemente destruidos por el tratamiento térmico,
constituyen un peligro para el consumidor (Stewart y col., 1989).
Aunque están todavía en fase de desarrollo, las pruebas que utilizan
genes productores de enzimas luminiscentes para la detección e identificación
microbiana se consideran rápidas, sencillas, específicas y sensibles (los
luminómetros detectan recuentos de 500 bacterias/ml o más). Además, su
correlación con los recuentos bacterianos en placa es alta (Baker y col., 1992;
Griffiths, 1993).
CAPITULO III
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111.1. MATERIALES
111.1.1. MATERIAL DE LABORATORIO
En la preparación de los medios de cultivo y soluciones acuosas se
empleó agua destilada obtenida en un destilador Afora (1) y desmineralizada
en un intercambiador iónico “Seta” mod. R-600.
Las pesadas ordinarias se efectuaron en balanzas monoplato “Sauter”
mod. S-l000. Para las pesadas de precisión se utilizaron balanzas analíticas
“Sartorius” mod. 2443 y “A&D” mod. ER-120A. Para equilibrar las
muestras a centrifugar se utilizó una balanza biplato “Cobos” mod. 28.
Las centrifugaciones se realizaron en una centrífuga refrigerada
“Sorvalí” RG-5B, equipada con rotores SS-34 y GSA. Las
ultracentrifugaciones se efectuaron en una ultracentrífuga “Sorvalí” mod.
OTD-Combi, equipada con rotores T-875 y T-647.5.
Los pHmetros utilizados fueron “Crison” mod. Digit 501, “Radiometer”
mod. 28 y “Metrohm” mod. 654.
Las siembras microbianas se realizaron en una campana de flujo laminar
“Telstar” mod. CE-A, equipada con una lámpara ultravioleta.
En las incubaciones se utilizaron estufas “Heraeus” mod. KB-500 y
“Selecta” mod. Termotronic 338, termostatadas a la temperatura deseada. Las
incubaciones en agitación se realizaron en un incubador-agitador orbital
“Lab-line” mod, 35271.
Las determinaciones espectrofotométricas se llevaron a cabo en un
espectrofotómetro “Kontron” mod. Uvikon 820 (e “Hitachi” mod. 2000),
registrándose los resultados en una impresora térmica Uvikon LS-4B y en un
registrador Uvikon 21.
(1) La cita de marcas de aparatas, reactivos, etc, no significa que la autora las recomiende con
preferencia a otras mal-cas del mercado.
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Los recuentos microbianos se llevaron a cabo con un contador de
colonias “WTW” mod. BZG-24.
Las esterilizaciones de los medios de cultivo y soluciones se realizaron
en un autoclave “Autotester” 437-G y “Autotester” G Selecta. La esterilización
del material de vidrio se efectuó por calor seco en una estufa de aire forzado
“Heraeus” mod. KFTU-K.
En el proceso de ruptura de las células microbianas por ultrasonidos se
empleó un sonicador de “Heat Systems Ultrasonic Inc., Plainview, NY” mod.
W-220F.
Las liofilizaciones se realizaron en un liofilizador “Terruzi-Melvisa”
mod. TP-3 con una superficie útil de carga de 0,3 m2, dotado de equipo de
registro, dispositivo de termovacio y programador.
Las muestras y reactivos se conservaron en arcones congeladores
“Kelvinator” mod. ACK-55, así como en frigoríficos “Aspes “ y “Kelvinator”
mod. AKR-20 y en un armario frigorífico “Kelvinator” termostatado a 4±IOC
construido por una firma local.
Para la electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato
sódico se utilizó un aparato de electroforesis “Bio-Rad” mod. Protean II,
empleando como fuente de alimentación un aparato “Shandon” mod. SAE
2761.
Las cromatografías de filtración en geles se realizaron en columnas de
“Pharmacia” mod. 4,5 x 91 cm. Las fracciones cromatográficas se recogieron
en un colector de fracciones “LKB Bromma” mod. 2212 Helirac.
Las muestras se dializaron en membranas de diálisis “Serva” mod.
“Visking dialysis tubing, type 27/32”.
La recogida de los microorganismos de la superficie de la carne se
realizó mediante lavados sucesivos de la superficie delimitada por un cilindro
metálico hueco de 3,5 cm de diámetro.
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Las muestras de carne refrigeradas se mantuvieron en una cubeta de
metacrilato dividida en dos compartimentos por una placa del mismo material
perforada con numerosos orificios. En el compartimento superior (más
amplio que el inferior) se colocaron las muestras y en el inferior, una
disolución de cloruro sódico mantuvo la humedad relativa en el interior de la
cubeta al 99%. Las muestras se dispusieron en posición vertical, suspendidas
de ganchos de acero inoxidable pendientes de varillas de vidrio paralelas y
horizontales. Los soportes de metacrilato de las varillas disponían de hilos de
nylon que mantuvieron separados los filetes a una distancia suficiente.
Las placas de ELISA utilizadas en los ensayos inmunoenzimáticos fueron
de la marca “Costar” mod. 3590 de 96 pocillos. Su agitación se llevó a cabo en
un agitador de placas de ELISA marca “Wallac”, mod. 1296.001 Plateshake, y
para su lectura se utilizó un lector espectrofotométrico “Titertek Multiskan
Plus, versión 1.4”.
Como material general de laboratorio se utilizaron pipetas y
micropipetas automáticas de la marca ‘Gilson” modelos p-SOOO, p-IOOO,
p-200 y p-2O, agitadores, mecheros de gas, termómetros, etc. El material de
vidrio empleado en las experiencias fue siempre de la marca “Pyrex”.
111.1.2. MATERIAL BIOLOGICO
111.1.2.1. MICROORGAMSMOS
Se han utilizado seis cepas diferentes de Ps. fluorescens: tres de origen
lácteo (AH-70, AR-1 1 y B-52) y tres de origen cárnico (DC-5, DC-7 y
NT-19). Las cepas DC-5, DC-7 y NT-19 nos las proporcionó el Dr. B.G.
Shaw, del Foad Research Institute, Bristol, UK; las cepas 8-52 y AR-1 1 el Dr.
R.C. McKellar, del Foad Research Center, Otawa, Canadá y el Dr. B.A. Law,
del Natianal Institute for Research in Dairying, Slanfield, Reading, UK. Por
último, la cepa de Rs. fluarescens AH-70, aislada de leche española
refrigerada, fue identificada en nuestro laboratorio por Azcona y col., (1988).
Las bacterias psicrotrofas Flavobacterium odaraturn, Acinetobacter
calcaaceticus, Achrarnabacter cycloclastes, Alcaligenes denitr¡ficans,
Klebsiella sp., Enterabacter aerogenes, Pseudamanas aeruginasa y Ps. fragi
MATERIALES Y METODOS 65
procedían de la Colección Española de Cultivos Tipo, ubicada en el
Departamento de Microbiología de la Facultad de Ciencias Biológicas de la
Universidad de Valencia.
111.1.2.2. OBIENCION DE LOS INMUNOSUEROS
En la obtención de los inmunosueros se emplearon conejos machos
blancos de raza Nueva Zelanda, de 3-3,5 Kg de peso, criados y mantenidos en
el anímalario del Departamento de Cirujía Experimental del Hospital Militar
Central “Gómez Ulla” de Madrid.
111.1.2.3. ORIGEN DE LAS MUESTRAS
En este trabajo se han utilizado dos tipos de muestras distintas:
a) Muestras de leche
Leche esterilizada: procedía de centros comerciales de venta al detalle;
estaba envasada en tetrabrick y esterilizada por el procedimiento UHT.
Leche cruda refrigerada: se adquirió de una Granja Diplomada
(“Priégola”) ubicada en la Comunidad Autónoma de Madrid. La leche se
recogió directamente del tanque de refrigeración y se transportó al
laboratorio en botellas de vidrio estériles, que se introdujeron en un recipiente
hermético isotermo que contenía hielo en bolsas impermeables.
b) Muestras de carne
Carne estéril: todas las muestras procedían del músculo Iongissimus
darsi de cerdo y se adquirieron en un matadero industrial frigorífico
localizado en la provincia de Madrid.
Carne cruda refri2erada: las muestras procedían de diversos centros
comerciales y pertenecían a la especie porcina. Se adquirieron fileteadas y
envasadas en bandejas de poliestireno recubiertas con una película plástica de
polietileno.
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111.1.3. PRODUCTOS Y REACTIVOS
Los productos químicos y biológicos utilizados en los experimentos
descritos en este trabajo fueron suministrados por alguna de las siguientes
firmas: “Merck”, “Sigma”, Bio-Rad”, “Oxoid”, “Pharmacia”, “Difco”,
“Panreac”, “Dako” y “Fluka”.
111.2. METODOS
111.2.1. METODOS N4ICROBIOLOGICOS
111.2.1.1. MEDIOS DE CULTIVO PARA EL CRECIMIENTO DE
BACTERIAS PSICROTROFAS
a) Medio líquido semidefinido: Se preparó a base de un 1% de triptona
(Oxoid), 1% de extracto de levadura (Oxoid) y 0,5% de CíNa (Panreac) en
agua destilada. Se utilizó para cultivar las cepas de Pseudarnonas fluorescens
y las demás bacterias psicrotrofas utilizadas.
b) Mar para recuento en placa (PCA, Oxoid): Se empleó en el recuento
de bacterias psicrotrofas viables.
c) Agar nutritivo (Difco): Se empleó para el mantenimiento de las cepas
de Pseudornanas.
Los medios se prepararon de acuerdo con las instrucciones de las casas
suministradoras y se esterilizaron durante 15 mm a 1210C.
111.2.1.2. RECUENTO DE MICROORGANISMOS PSICROTROFOS VIABLES
Los recuentos se realizaron por el método de dilución en placa,
efectuando las siembras por duplicado. Las placas se incubaron a una
temperatura y tiempo variable dependiendo del origen de las muestras.
1) Muestras de leche UHT y de carne estéril: las muestras inoculadas con
cepas de Pseudomanas sp. (véase apartados 111.2.6.2.1.1 y 111.2.6.2.1.2) se
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incubaron a la temperatura óptima de crecimiento de estas bacterias: 240C
durante 48 horas,
2) Muestras de leche cruda y de carne no estéril: la incubación se realizó
primero a 17”C durante 17 horas y luego a 7”C durante 72 horas (Sogaard y
Lund, 1981).
El recuento de las colonias se llevó a cabo con un contador de colonias
provisto de registrador. Solo se consideraron las placas que contenían entre 30
y 300 colonias.
111.2.2. AISLAMIENTO DE LAS PROTEíNAS DE LA MEMBRANA
EXTERNA DE Pseudomonas fluorescens
El aislamiento de las proteínas de la membrana externa de Ps.
fluorescens se realizó esencialmente de acuerdo al protocolo descrito por
Yoshimura y col., (1983) en el aislamiento de una porina de la membrana
externa de Pseudamonas aeruginosa.
111.2.2.1. SOLUCIONES EMPLEADAS
- Solución A
Es una solución de fluoruro de fenilmetilsulfonilo 0,lmM en tampón
Tris-HCl l5mM, pH 8,0 a la que se le incorpora, en el momento de su
utilización, 1 mg de ribonucleasa y 1 mg de deoxirribonucleasa.
- Solución B
Contiene un 2% de dodecilsulfato de litio (LDS) en tampón Tris-HCl
l5mM, pH 8,0. Esta solución se mantiene en un baño de hielo picado hasta su
utilización.
- Solución C
Contiene un 2% de LDS, LiCí 1M y Tris-HCl l5mM, pH 8,0 en agua
destilada.
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111.2.2.2. METODOLOGíA
La cepa AI-1-70 de Ps. fluorescens, previamente revitalizada, se sembró
al 2% en 4 litros de medio de cultivo líquido semidefinido y se incubó a 240C
durante 48 h. A continuación, la suspensión celular se centrifugó durante 10
mm a 9000 x g y a una temperatura de 40C. Después de eliminar el
sobrenadante, las células se resuspendieron en 100 ml de tampón Tris-HCl
l5mM de pH 8,0.
Esta suspensión se centrifugó como queda dicho y el sedimento se
resuspendió en 40 ml de solución A (ver sección 111.2.2.1), procediéndose a
continuación al lisado de las células con ultrasonidos (30 pulsos de una
intensidad de 50 KHz y 20 seg de duración). La sonicación tuvo lugar
manteniendo la muestra en un baño de hielo picado y realizando pausas de 15
segundos entre cada pulso, para mantener las condiciones de refrigeración. La
sonicación se dió por finalizada cuando la absorbancia de la suspensión celular
a 600 nm disminuyó a un 10% de su valor original.
La suspensión sonicada se centrifugó durante 10 mm a 9000 x g a una
temperatura de 40C y, tras desechar el sedimento, el sobrenadante obtenido se
ultracentrifugó a 100.000 x g durante 45 mm para recuperar las proteínas de
la membrana externa. El sedimento obtenido se resuspendió tres veces en 45
ml de solución B (ver sección 111.2.2.1), ultracentrifugándose cada vez a
100.000 x g durante 45 mm.
Por último, el sedimento resultante se resuspendió en 3 ml de solución C
(ver sección 111.2.2.1), incubándose a continuación a 370C durante 90 mm.
Transcurrido este tiempo, la solución se ultracentrifugó a 100.000 x g durante
45 mm y el sobrenadante obtenido, que contenía las proteínas mayoritarias de
la membrana externa, se liofilizó y se mantuvo en viales herméticamente
cerrados en refrigeración hasta su utilización.
Los sobrenadantes de las otras ultracentrifugaciones (sobrenadantes 1, 2,
3, y 4) también se liofilizaron y se mantuvieron en refrigeración hasta el
momento de su empleo (Fig. 111.1).
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Cultivo de Ps. fluorescens
(4 litros)
4
sobrenadante
(eliminar)
— centrifugar (9000 g, 10’, 40C)
— resuspender sedimento
(100 mide Tris-HG. l5mM, pH 8,0)
— repetir centrifugación
1
sedimento
resuspender en 40
sonicar
centrifugar (9000
ml de sol. A
g, 10’, 40C)
sedimento
(eliminar)
sobrenadante
sobrenadante 1
..—ultracentrifugar (100.000 g, 45’, 40C)
sedmento
resuspender en 45 ml de sol. 13
ultracentrifugar (100.000 g, 45 4<t)
(repetir 3 veces)
sobrenadantes 2. 3 y 4
SOBRENADANTE 5
(proteínas mayoritarias
de la membrana externa)
— resuspender en 3 ml de sol. C
— incubar a 370C, 90’
— ultracentrifugar (100
y
.000 g, 45: 40C)
sedimento
(eliminar)
Figura III.] . Metodología empleada en el aislamiento de las proteínas de la
membrana externa de Ps. fluorescens
1
sedimento
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El proceso de extracción de las proteínas de la membrana externa de la
cepa AH-70 de Ps. fluarescens se repitió con el resto de las cepas
seleccionadas de Ps. fluorescens AR-Il, B-52, DC-5, DC-7 y NT-19. La
extracción de las proteínas de la membrana externa de cada cepa tuvo que
repetirse varias veces para obtener una concentración de proteína suficiente
para los ensayos posteriores.
111.2.3. DETERMINACION DE LA PROTEíNA
La determinación de la proteína de los sobrenadantes liofilizados se
realizó con la técnica de Lowry modificada por Markwell y col., (1978) para
muestras que contienen lipoproteinas y otros componentes de la membrana
externa.
La técnica se basa en el desarrollo del color al poner en contacto las
proteínas con los reactivos que posteriormente se detallan. El desarrollo del
color se debe a una combinación de reacciones:
a) En condiciones alcalinas, el cobre (Cu2+) forma un complejo con los
enlaces peptídicos de las proteínas (reación de tipo Biuret),
reduciéndose a Cu+.
b) El Cu+, junto con la tirosina y el triptófano, reacciona con el
reactivo de Folin-Ciocalteau originando un compuesto inestable que
lentamente se reduce para dar lugar al reactivo molibdeno-.túngstico
de color azul. Dependiendo fundamentalmente de su contenido de
tirosina y de triptófano, las proteínas producen color de diferente
intensidad.
Esta técnica pone de manifiesto los grupos fenoles de las proteínas y por
ello, es necesario extrapolar los resultados a una curva patrón construida con
anterioridad. Como proteína estándar para construir la curva patrón se
empleó la fracción V de la seroalbúmina bovina.
Reactivos:
- Solución A: Na
2CO3 al 2%, NaOH al 0,4%, dodecil sulfato sódico
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(SDS) al 1% y tartrato sódico potásico (NaKC4H4O6) (4H20) al
0,16% en agua destilada.
- Solución B: CuSO4 (5H20) al 4% en agua destilada.
- Solución C: Se obtiene mezclando 100 volúmenes de la solución A
con 1 volumen de la solución B.
- Solución D: Reactivo de Folin-Ciocaltean diluido en agua destilada
en la proporción 1:1 (y/y)
Procedimiento:
A 1 ml de una muestra que contenga entre 10 y 100 gg de proteína se le
añaden 3 ml de la solución C y la mezcla se deja en reposo a temperatura
ambiente durante 10 minutos. A continuación, se adicionan 0,3 ml de la
solución D y la mezcla se mantiene a temperatura ambiente durante 45
minutos. Finalmente, se mide el aumento de la absorbancia a 660 nm con
referencia a un blanco preparado de la misma manera pero con agua destilada.
111.2.4. CARACTERIZACION DE LAS PROTEíNAS DE LA
MEMBRANA EXTERNA DE Ps. fluorescens
Los sobrenadantes liofilizados procedentes de la extracción de las
proteínas de la membrana externa de las cepas de Ps. fluorescens AH-70,
AR-Il, B-52, DC-5, DC-7 y NT-19 (apartado 111.2.2.2) se sometieron a
electroforesis en un gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sódico
(SDS-PAGE).
111.2.4.1. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA CON
DODECIL SULFATO SODICO
Esta técnica permite separar mezclas complejas de polipéptidos en
función de su tamaño molecular. La electroforesis en geles de poliacrilamída
con dodecil sulfato sódico (SDS-PAGE) se realizó según la técnica de
Laemmli (1970). El dodecil sulfato sódico es un detergente que, con otros
agentes como el mercaptoetanol y el calor, interviene en la desnaturalización
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de las proteínas a subunidades y, además, proporciona a las cadenas
polipeptídicas una densidad de carga similar. De esta forma, cuando el
complejo SDS-proteína se somete a electroforesis en un gel que contiene SDS,
su velocidad de migración viene determinada principalmente por la masa de la
partícula SDS-polipéptido según el principio de exclusión molecular. El
campo eléctrico, en este caso, solo suministra la fuerza impulsora.
111.2.4.1.1. Tampones, geles y soluciones empleadas
1<- Tampón para solubilizar las muestras
Se compone de:
Tris HCl 0.5 M, pH 6,8
Glicerol
SDS (10%)
13-mercaptoetanol
1,0 ml
0,8 ml
1,6 ml
0,4 ml
Azul de bromofenol (0.05%) 0,2 ml
Agua destilada 4,0 ml
2.- Solución de acrilamida- bisacrilamida
Contiene:
Acrilamida
N,N’- metilén- bisacrilamida
Agua destilada
14,6 g
0,4 g
hasta 50 ml
3.- Gel de separación
Consta de:
Solución de acrilamida- bisacrilamida
Tris HCl 1,5 M, pH 8,8
Agua destilada
SDS (10%)
20 ml
7,5 ml
1,9 ml
0,3 ml
Persulfato amónico (10%) 0,15 ml
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TEMED
4.- Gel de concentración
Está formado por:
Solución acrilamida- bisacrilamida
Tris HCl 0,5 M, pH 6,8
Agua destilada
SDS (10%)
Persulfato amónico
TEMED
5.- Tampón de electroforesis
Contiene:
Tris base
Glicina
SDS
Agua destilada
6.- Solución de tinción
Consta de:
Acido acético 10,0 ml
Alcohol metílico 40,0 ml
Agua destilada 50,0 ml
Azul brillante de Coomassie 0,25 g
Esta solución debe filtrarse por papel (Whatman n~ 1) antes de su
15
1,3 ml
2,5 ml
6,1 ml
0,1 ml
50 gí
l0 gí
6, 6 g
28, 8 g
2 g
2,2 1
uso
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7.- Solución de lavado
Se compone de:
Acido acético 10,0 ml
Alcohol metilico 40,0 ml
Agua destilada 50,0 ml
111.2.4.1.2. Preparación de las muestras
Las muestras liofilizadas se disolvieron en el tampón de solubilización a
una concentración de 0,4 mg/ml y se mantuvieron 5 minutos en un baño de
agua hirviendo antes de depositar 25 gí (correspondientes a 10 gg de
proteína) de cada solución en el gel de concentración.
111.2.4.1.3. Preparación de los geles
El gel consta de dos porciones: fase inferior (gel de separación) y fase
superior (gel de concentración). Para evitar la presencia de burbujas de aire
en los geles, éstos se desgasificaron por sonicación en un baño durante 5
minutos, antes de añadir el TEMED y el persulfato amónico.
Los recipientes de formación de geles se llenaron primero con la
solución del gel de separación hasta unos 3 cm de su extremo superior. Para
evitar la formación de meniscos, se depositó en la superficie de la mezcla un
pequeño volumen de una solución saturada de butanol. La mezcla se mantuvo
durante 1 h a 370C y una vez polimerizada se retiró el butanol y se lavó su
superficie con agua destilada. A continuación, se depositó la solución del gel
de concentración y se introdujo el peine que forma los pocillos donde se
depositarían las muestras. Finalmente, la mezcla se polimerizó durante 30 mm
a 3’70C, quedando el gel listo para realizar la electroforesis.
111.2.4.1.4. Electroforesis
Una vez colocadas las muestras, la electroforesis se realizó pasando por
el gel una corriente de 18-20 mA. Finalizada ésta, el gel se extrajo de los
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recipientes de soporte.
111.2.4.1.5. Tinción del gel
Terminada la electroforesis, el gel se sumergió en la solución de teñido,
donde se mantuvo durante 1 h a 370C. La eliminación del colorante no fijado
se realizó con la solución de lavado.
111.2.4.1.6. Determinación del peso molecular
El peso molecular de las proteínas mayoritarias de la membrana externa
de Ps. fluarescens se determinó por interpolación en una gráfica en la que se
representa el logaritmo del peso molecular de las proteínas estándar frente a
su distancia de migración en el gel (Fíg. 111.2). Las proteínas utilizadas en la
confección de la recta patrón procedían de un “kit” comercial (Sigma) que
contenía: a-lactoalbúmina (14,2 KDa), proteína inhibidora de la tripsina (20,1
KDa), tripsinógeno (24 KDa), anhidrasa carbónica (29 KDa),
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (36 KDa), ovoalbúmina (45 KDa) y
seroalbúmina bovina (66 KDa).
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Figura 111.2.
120
Recta patrón para la determinación del peso molecular por
la técnica de Laemmli. Proteínas estándar: (A)
a-lactoalbúmina; (13) Proteína inhibidora de la tripsina;
(C) Tripsinógeno; (D) Anhidrasa carbónica; (E)
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; (F) Ovoalbúmina;
(G) Seroalbúmina bovina.
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111.2.5. PURIFICACION DE LA PROTEíNA F DE Ps. fluorescens
AH-70
El sobrenadante liofilizado que contenía las proteínas mayoritarias de la
membrana externa de Ps. fluorescens AH-YO (sobrenadante 5), se purificó por
cromatografía de filtración en geles.
111.2.5.1. CROMATOGRAFíA DE FILTRACION EN GELES
Esta técnica cromatográfica se basa en la separación de las moléculas en
función de su tamaño molecular.
111.2.5.1.1. Gel y tampón de elución empleados
El gel utilizado fue el Sephacryl HR S-200, que es un polímero
resultante de la formación de enlaces covalentes cruzados entre las moléculas
de alil-dextrano y N-N-metilén bisacrilamida. Este gel permite el
fraccionamiento de moléculas entre 5.000 y 250.000 daltones. La preparación
y activación del gel se realizó siguiendo las normas de la casa suministradora
(Pharmacia). El gel hidratado se conservó en refrigeración hasta su
utilización.
La muestra se eluyó con un tampón que contenía un 1% SDS, NaCí
0,4M, Tris-HCl lOmM, pH 8,0 y un 0,01% de azida de sodio.
111.2.5.1.2. Condiciones de trabajo
La cromatografía se realizó en una cámara termostatada a 370C para
evitar la precipitación del tampón de elución y el eluato se recogió en un
colector de fracciones.
El sobrenadante liofilizado de la última ultracentrifugación realizada
durante el aislamiento de las proteínas de la membrana externa de Ps.
fluorescens AH-70 se purificó por cromatografía de filtración en un gel de
Sephacryl 5-200. Para ello, 5 mg de proteína del extracto liofilizado se
disolvieron en 3 ml del tampón de elución y se depositaron en una columna
(1,5 x 91 cm, Pharmacia) previamente equilibrada con el mismo tampón. El
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eluato, en fracciones de 1 mí, se sometió a una lectura espectrofotométrica a
280 nm para determinar su contenido protéico. Las fracciones
cromatográficas correspondientes al primer y segundo pico de absorción
máxima a 280 nm, se recogieron separadamente y se dializaron frente a agua
destilada durante 24 h. Finalmente, se liofilizaron ambos y se mantuvieron en
un desecador a 40C hasta su utilización posterior.
111.2.5.1.3. Determinación y caracterización de la proteína F
pu r¡ ficada
La determinación de la proteína de los extractos liofilizados
correspondientes a cada pico cromatográfico se realizó mediante la técnica de
Lowry modificada por Markwell y col., (1978), previamente descrita en el
apartado 111.2.3.
Los extractos liofilizados, correspondientes al primer y segundo pico de
absorción máxima a 280 nm, se sometieron a electroforesis en un gel de
poliacrilamida con SDS, según la técnica descrita en el apartado 111.2.4.1.
111.2.6. TECNICAS INMUNOLOGICAS
111.2.6.1. OBTENCION DE LOS INMUNOSUEROS
111.2.6.1.1. Extractos antigénicos utilizados
Se emplearon dos extractos antigénicos distintos para la inmunización de
dos lotes de conejos:
1) Proteína F purificada de Ps. fluorescens AH-70, obtenida como se
describe en la sección 111.2.5.1.
2) Células vivas de Ps.fluorescens AH-70 (l0~ ufc/ml).
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111.2.6.1.2. Pauta de inmunización
Para la producción de inmunosueros se emplearon dos lotes de 2 conejos
machos de raza Nueva Zelanda, de 3-3,5 Kg de peso. Al primer lote se le
inoculó la proteína F purificada y al segundo las células vivas de Ps.
fiuorescens AH-70.
La inmunización de cada lote comenzó con la inyección subcutánea, en
varios lugares de la espalda, de los correspondientes extractos antigénicos (0,5
mg de proteína E y 109 ufc de Ps. fiuorescens AH-70) emulsionados en una
mezcla a partes iguales (0,5 mí) de Adyuvante Completo de Freund y de PBS
(tampón fosfato salino de pH 7,2). Las inoculaciones se realizaron durante 4
meses a intervalos de 7 días (Tabla 111.1), sustituyendo, a partir de la segunda
inyeción, el Adyuvante Completo de Freund por el Incompleto.
Antes de la primera inoculación de los extractos antigénicos y para
comprobar la ausencia de reactividad de los animales frente a los antígenos
utilizados, se realizó una sangría inicial (Sg). Asimismo, a los 21, 42, 63, 84 y
a los 105 días del proceso de inmunización, se realizaron sucesivas sangrías
parciales con el fin de verificar la eficacia del mismo.
111.2.6.1.3. Sangría final
A los 112 días del comienzo del proceso de inmunización y una vez
comprobado que el título de los inmunosueros era el adecuado, se efectuó la
sangría final de los animales. Se procedió como sigue: después de anestesiar al
animal por vía intramuscular con Kelotar (clorhidrato de ketamina) a una
dosis de 10 mg/Kg de peso, se coloca en una mesa de sujección en posición de
decúbito supino y se inmoviliza por las cuatro extremidades. Una vez depilada
y desinfectada la zona cervical inferior se practican las tres incisiones cutáneas
siguientes:
a) Longitudinal a lo largo de la linea media ventral
b) Transversal a nivel de la segunda vértebra cervical
c) Transversal a nivel de la sexta vértebra cervical
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Tabla ¡¡Li. Pauta de inmunización de los conejos por inoculación subcutánea
de los extractos antigénicos de Ps. fluorescens AH-70
Extractos antigénicos
LOTE 1 LOTE 11
Días Proteína F Células vivas PBS A C F A 1 F Sangría
(mg) (ufc) (mI) (mI) (mI)
o
7
14
21
28
35
42
49
56
63
70
77
84
91
98
105
112
0.5
0,5
0.5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
1 0~
io9
1 o~
1 o~
io9
1 o~
l0~
1 o~
1 0~
1 0~
io9
1 0~
1 o~
1 o~
1 0~
1 0~
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0.5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5 So
SI
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0.5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5 55
0,5
P B 5: Buifer fosfato salino, pH 7,2
A C F: Adyuvante Completo de Freund
A 1 F: Adyuvante Incompleto de Freund
So: Sangríainicial
Sí: Sangríadía2l
82: Sangríadía42
53: Sangriadíaó3
S
4: Sangría día 84
S~: Sangría día 105
S~: Sangría final
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A continuación, se disecan los músculos ventrales del cuello visibles en
este área: Ms. cleidomastoideus (parte del Ms. cleidocephalicus y éste a su vez
del Ms. braclziocephalicus), Ms. sternomastoideus (parte del Ms.
síernocephalicus), Ms. sternohyoideus y Ms. sternothyroideus. Por el borde
lateral del Ms. sternothyroideus se diseca en profundidad hasta llegar al
paquete vásculo-nervioso situado a uno y otro lado de la tráquea (A. carotis
comunis, V. jugularis y Troncus vagosympathicus). Se diseca la A. carotis
comunis y con una pinza de tipo “mosquito” se fija el N. vagus, que continúa
unido al tronco vascular. De este modo, al efectuar la sección de la arteria se
puede dirigir el flujo sanguíneo a un tubo o recipiente donde se recoge la
sangre. Cuando disminuye el flujo se recomienda aplicar un masaje cardiaco
con el fin de conseguir el mayor volumen de sangre posible.
Una vez realizada la sangría final de acuerdo a las normas señaladas, se
recogieron de 120 a 150 ml de sangre de cada animal.
111.2.6.1.4. Obtención y conservación del suero
La sangre obtenida se trasvasó lentamente a tubos de ensayo limpios y se
mantuvo 1 h a temperatura ambiente para facilitar la formación del coágulo.
A continuación, se separó cuidadosamente el coágulo de las paredes de los
tubos con ayuda de una espátula y se mantuvo a 40C para favorecer su
retracción. El suero se trasvasó a tubos de centrífuga limpios y se centrifugó
durante 10 mm a 2000 x g a una temperatura de 40C. El sobrenadante
obtenido se distribuyó en fracciones de 2 ml a las que se añadió una o dos
gotas de una solución de azida de sodio al 0,01% que actuaba como agente
conservador. Los viales se conservaron en congelación a -200C hasta el
momento de su su utilización.
111.2.6.1.5. Purificación parcial de los inmunosueros
Los inmunosueros obtenidos frente a la proteína F (anti-PF) y frente a la
pared celular (anti-PC) de Ps. fiuorescens AH-70 se purificaron parcialmente
mediante una precipitación selectiva con sulfato amónico al 50%.
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111.2.6.1.5.1. Precipitación de las inmunoglobulinas con sulfato amónico
La precipitación con sulfato amónico es uno de los métodos más
utilizados para la separación de los anticuemos del inmunosuero. El método se
basa en que las proteínas solubles forman puentes de hidrógeno con las
moléculas de agua a través de sus grupos polares. Cuando se añaden
concentraciones elevadas de iones fuertemente cargados como el amonio y el
sulfato, éstos compiten con las moléculas proteicas por el agua. De esta forma,
las proteínas, al perder su unión con las moléculas de agua, disminuyen su
solubilidad, lo que origina su precipitación. La concentración de sulfato
amónico necesaria para precipitar las inmunoglobulinas varía con la especie
animal de la que proceden, aunque la más conveniente en la mayoría de los
casos es una solución al 50% (Harlow y Lane, 1988).
En la precipitación de las inmunoglobulinas de los inmunosueros
obtenidos frente a la proteína F (anti-PF) y frente a la pared celular (anti-PC)
de Ps. fiuorescens AH-70 se procedió como sigue (Harlow y Lane, 1988):
- Se centrifugaron 10 ml de suero a 3000 x g durante 30 mm y el
sobrenadante se trasvasó a un vaso de precipitados.
- Se añadieron (gota a gota y agitando al mismo tiempo) 10 ml de sulfato
amónico saturado (76,1 g de (NH4» 504 en 100 ml de agua destilada) cuyo
pH se había ajustado a 7,4 con NaOH lN inmediatamente antes de su empleo.
- La mezcla se mantuvo en reposo una noche a 40C y se volvió a
centrifugar a 3000 x g durante 30 mm para recuperar las inmunoglobulinas
precipitadas.
- Eliminado el sobrenadante, las inmunoglobulinas presentes en el
sedimento se resuspendieron en 5 ml de tampón fosfato salino (PBS, de pH
7,2) y, a continuación, se dializaron durante 16 h a 40C. Finalizada la diálisis,
las inmunoglobulinas se distribuyeron en alícuotas de 5 mí, manteniéndose a
-200C hasta su utilización.
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111.2.6.1.6. Conjugación de los anticuerpos purificados con la
biotina
La biotina es uno de los 12 factores hidrosolubles que forman el
complejo vitamínico B. Debido a su pequeño tamaño molecular, su unión con
el anticuerpo es más estable que cuando éste se conjuga directamente con un
enzima (Yolken y col., 1983). La unión de la biotina con el anticuerpo
(biotinización), además de ser fácil de realizar presenta la ventaja de que el
anticuerpo sigue manteniendo la especificidad por el antígeno. Se ha
comprobado que la avidina, proteína antibacteriana de la clara de huevo,
posee una gran afinidad por la biotina (1015 ½l).Por ello, utilizando las
propiedades del complejo avidina-biotina se pueden amplificar las reacciones
ínrnunoenzimáticas (ELISA). Los anticuemos biotinizados se detectan por un
conjugado comercial de avidina o estreptavidina conjugada a un enzima.
Los anticuerpos parcialmente purificados anti-PF y anti PC de Ps.
fluorescens AH-70 se conjugaron con un éster de la biotina utilizando el
compuesto denominado N-hidroxi-succinimida biotinamidocaproato,
siguiendo la técnica de Bonnard y col., (1984). Para su realización se
procedió de la siguiente manera:
- Se preparó una solución del éster de la biotina en dimetilsulfóxido a
una concentración de 1 mg/ml.
- Los anticuerpos purificados se disolvieron en tampón PBS de pH 7,2, a
una concentración de 1 mg/ml.
- Se añadió la solución de biotina a la del anticuerpo, en una relación
molar biotina/anticuerpo de 50:1.
- La mezcla se incubó durante 2 h a temperatura ambiente.
- La biotina libre se eliminó mediante diálisis de la mezcla durante 16 h
a 40C frente a tampón PBS.
- Los anticuerpos conjugados, fraccionados en alícuotas de 0,1 mí, se
conservaron a -200C hasta el momento de su utilización.
MATERIALES Y METODOS 84
111.2.6.2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS
111.2.6.2.1. Muestras de referencia
Se emplearon leche UHT y carne cruda estéril inoculadas con diversas
cepas de Ps. fiuorescens.
111.2.6.2.1.1. Leche UHT
La leche UHT se inoculó con cultivos puros de las cepas AH-lO, AR-l 1,
B-52, DC-5, DC-7 y NT-19 de Ps. fiuorescens a las concentraciónes de 108,
íO7~ 106, flD5~ 10~ y io~ ufc/ml. Como control se utilizó leche UHT no
inoculada.
111.2.6.2.1.2. Came cruda estéril
La carne procedía de un matadero industrial frigorífico y pertenecía a la
especie porcina. La esterilización del músculo iongissirnus dorsi se realizó
según la técnica descrita por Dainty y Hibbard (1980). Para ello, la superficie
de la carne se roció con alcohol y se quemó con la llama de un mechero
Bunsen. Posteriormente, se retiró la escara superficial con un bisturí estéril
hasta una profundidad de aproximadamente 1 cm. Esta operación se repitió 2
ó 3 veces más con el fin de retirar la máxima cantidad posible de tejido
muscular superficial. A continuación, el trozo obtenido se cortó con la ayuda
de un cuchillo previamente flameado, en filetes de 1 cm de espesor que
posteriormente se cortaron en porciones de 2 cm de lado.
Las porciones de carne así obtenidas se introdujeron en matraces
Erlenmeyer estériles y su superficie (4 cm2) se inoculó con cultivos puros de
las cepas AH-70, DC-5, DC-7 y NT-19 de Ps. fluorescens, a las
concentraciónes de 108, l0~~ 106, io~~ io~ y 10~ ufc/cm2. Todas las
operaciones se efectuaron en una campana de flujo laminar, empleando como
control porciones de carne estéril no inoculada.
Después de incubar las muestras y los controles a 200C durante 30
minutos, las bacterias adheridas a la superficie de la carne se recogieron
mediante dos lavados sucesivos de las muestras con 30 ml de KCl 0dM (Appl
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y Marshall, 1984), seguidos de una centrifugación de la suspensión a 10.000 x
g durante 15 mm a 40C. A continuación, el sedimento obtenido se resuspendió
en 15 mIde tampón fosfato salino (PBS, pl-1 7,2).
Para el recuento de los microorganismos de las muestras de leche UHT y
de carne estéril inoculadas con las distintas cepas de Ps. fiuorescens, así como
de los respectivos controles no inoculados, se utilizaron los medios de cultivo
y metodologías descritas en el apanado 111.2.1.2.1 de esta memoria
111.2.6.2.2. Muestras problema
III.2.6.2.2.1. Leche cruda refri2erada
La leche cruda refrigerada (aproximadamente 500 mí) procedente de
una granja diplomada se transfirió, a su llegada al laboratorio, a un matraz
Erlenmeyer estéril de 1 litro de capacidad. El matraz se mantuvo varios días
en una cámara frigorífica termostatada a 40C, retirándose las muestras de
leche cada 24 horas.
111.2.6.2.2.2. Carne cruda refrigerada
Los filetes de carne de cerdo no estériles adquiridos en el mercado, se
mantuvieron varios días a 40C suspendidos de unos ganchos distribuidos a lo
largo de unas varillas de vidrio situadas en el interior de una cubeta de
metacrilato (según se describe en el apartado 111.1.1). La toma de muestras se
efectuó cada 24 horas, de la manera siguiente:
Los filetes se trasladaron de la cubeta de metacrilato a la cabina de flujo
laminar, suspendidos de unas pinzas estériles y evitando que sus superficies
contactasen con material contaminante. A continuación, se apoyó un cilindro
de metal hueco y estéril sobre la superficie de los filetes y se recortó la
circunferencia delimitada por el cilindro con un bisturí de corte estéril, siendo
la superficie resultante de 30,2 cm2. Inmediatamente, estas porciones de carne
se introdujeron en matraces Erlenmeyer estériles y se procedió a la recogida
de los microorganismos de la superficie de la carne siguiendo el protocolo
descrito en el apartado 111.2.6.2.1.2.
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En la determinación de la tasa de microorganismos psicrotrofos de la
leche cruda refrigerada y de la carne no estéril, se tomaron 1 ml de las
muestras, obtenidas como se indica más atrás, para efectuar el recuento
microbiano en placas (apartado IJI.2.1.2.2).
111.2.6.2.3. Condiciones de utilización de las muestras
Tanto las muestras de leche UHT y de carne estéril inoculadas con las
pseudomonas de interés, como las muestras problema de leche y de carne
cruda refrigeradas se sometieron a los siguientes tratamientos:
a) Muestras “enteras” o sin tratar
:
De cada muestra se tomó una alícuota de 1 mí, que no se sometió a
ningún tratamiento.
b) Muestras sonicadas
De cada muestra se tomaron alícuotas de 10 mí, que se sometieron a un
tratamiento con ultrasonidos consistente en la aplicación de 15 pulsos de una
intensidad de 50 KHz y de 10 seg de duración. La sonicación se efectuó
manteniendo las muestras en un baño de hielo picado, con pausas de 15 seg
entre los pulsos.
c) Muestras tratadas enzimáticamente
1 ml de cada muestra se sometió a lisis enzimática, realizada según el
método de Culí y Mcl-lenry (1990). Para ello, a cada ml de muestra se le
añadieron 100 gí de una solución de EDTA (ácido etilén-diamintetraacético)
5mM en tampón Tris 0,IM pH, 7,2, incubando la mezcla a 370C durante 15
mm. A continuación, se adicionó a la mezcla una solución de lisozima (0,3
mg/mí) en el mismo tampón, incubándose la solución durante 15 mm a 370C.
Todas las muestras se distribuyeron en alícuotas de 200 j.d y se
conservaron a -200C hasta su utilización en los ensayos inmunoenzimáticos.
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111.2.6.3. TECNICAS INMUNOENZIMATICAS
I1I.2.6.3.1. Técnica del ELISA indirecto
En este trabajo se han utilizado dos variantes de la técnica del ELISA
indirecto. La primera es un ELISA indirecto clásico que emplea un conjugado
comercial de anticuerpos anti-especie unidos al enzima peroxidasa de rábano,
mientras en la segunda se utilizó el sistema de amplificación biotina-avidina,
que precisa de la conjugación de los anticuerpos antí-PF y anti-PC con la
biotina.
III.2.6.3.1.1. ELISA indirecto clásico
En esta técnica, los antígenos fijados a una superficie inerte son
reconocidos por los correspondientes anticuerpos específicos y el complejo
formado se detecta por un segundo anticuerpo marcado con un enzima, que
reconoce como antígenos a los anticuerpos específicos. La reacción es visible
porque al actuar el enzima sobre el sustrato se libera un compuesto coloreado.
a) Antígenos
Se emplearon muestras de tampón PBS estéril de pH 7,2 inoculadas con
cepas de Ps. fiuorescens a las concentraciones de í0~, 10v, 106 y 105 ufc/ml.
Asimismo, se utilizaron muestras de leche UHT inoculadas con cepas de Ps.
fiuorescens a las concentraciones de 108, 107, 106, íO~, ío~ y 103 ufc/ml.
Las muestras de tampón PBS y de leche UHT, inoculadas con las
distintas cepas de Ps. fiuorescens, también se analizaron tras su sonicación en
las condiciones descritas en el apartado III.2.6.2.3.b.
b) Anticuemos
Se utilizaron los anticuerpos anti-PF y anti-PC de Ps. fiuorescens AH-70
obtenidos por la inmunización de los conejos con los extractos antigénicos
correspondientes y purificados parcialmente mediante precipitación de las
inmunoglobulinas con sulfato amónico (sección IIJ.2.6.l.5.l).
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c) Conjugado
Se empleó un conjugado comercial de anti-inmunoglobulinas de conejo
obtenidas en cerdo y marcadas con el enzima peroxidasa de rábano (Dako).
d) Tampones y reactivos
1.- Tampón PBS de pH 7,2.
8,0Se compone de: NaCí
Na2HPO4. 1 2H20
KH2PO4
KCl
Agua destilada
g
2,9 g
0,2 g
0,2 g
1 1
2.- Tampón PBST.
Se prepara como el tampón PBS y se le añade un 5% de Tween 20.
3.- Tampón de ácido cítrico-fosfato de pH 3,9.
a) Preparar una solución de ácido cítrico monohidratado 0,1 M
(21,01 gIl).
b) Preparar una solución de Na2HPO4 0,2 M (28,4 gIl).
c) Mezclar las dos soluciones hasta obtener el pH deseado.
4.- Sustrato.
El sustrato empleado fue el ácido 2-2’-azino-bis-3-etilenbenzotiazolina
sulfónico (ABTS) (Sigma). Se prepararon dos soluciones: una de ABTS en
agua destilada (15 mg/mí) y otra de ácido ascórbico (10 mg/mí), también en
agua destilada. Después se preparó la siguiente mezcla:
- Tampón cítrico-fosfato de pH 3,9 10 ml
- Solución de ABTS (15 mg/mí) 0.4 ml
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- H202 (30% p/v) 4
- Solución de ácido ascórbico (10 mg/mí) 2
5.- Solución de tapizado.
Gelatina al 1% en tampón PBS.
e) Metodología del ELISA indirecto
Los pocillos de una placa de ELISA (Costar 3590) se sensibilizaron con
100 gí de la muestra antigénica correspondiente y la placa se incubó durante
una hora a 37
0C, tras lo cual se lavó 5 veces con tampón PBST. A
continuación, para tapizar las zonas del pocillo en las que no se hubiera
adsorbido el antígeno, se añadieron a cada pocillo 200 .tl de gelatina al 1% en
tampón PBS. La placa se mantuvo 30 minutos a 370C y los pocillos se lavaron
5 veces con tampón PBST para eliminar el exceso de gelatina. A continuación,
se añadieron a cada pocillo 100 gí del anticuerpo correspondiente (anti-PF o
anti-PC), diluido en tampón PBST y la placa se incubó en un agitador de
placas de ELISA durante una hora a temperatura ambiente.
Finalizada la incubación, los pocillos se lavaron de nuevo 5 veces con
tampón PBST para eliminar los restos de anticuerpo que no hubiesen
reaccionado. Seguidamente, se depositaron en cada pocillo 100 gí del
conjugado diluido en tampón PBST y, de nuevo, la placa se mantuvo en el
agitador durante una hora a temperatura ambiente. Tras lavar los pocillos 5
veces con agua destilada para eliminar los restos del conjugado libre, se
añadieron a cada pocillo 150 gí del sustrato, manteniendo la placa en el
agitador durante 30 minutos a temperatura ambiente. El color verde,
resultante de la degradación del sustrato por el enzima, se cuantificó midiendo
la absorbancia de cada pocillo a 405 nm en un lector espectrofotométrico de
placas de ELISA.
En la prueba se realizaron los siguientes controles:
- Control del antígeno: gelatina + anticuerpo + conjugado + sustrato
- Control del anticuerpo: antígeno + gelatina + conjugado + sustrato
- Control del conjugado: conjugado + sustrato
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Si la absorbancia a 405 nm de alguno de los controles era mayor de
0,150, el experimento se consideraba nulo.
111.2.6.3.1.2. ELISA indirecto utilizando el sistema de amplificación
biotina-avidina
Como se ha señalado en la sección 111.2.6.1.6, la avidina tiene una gran
afinidad (10-15 M-1) por la biotina, por lo que el complejo avidina-biotina se
utiliza para amplificar las reacciones inmunoenzimáticas (ELISA). Esta
amplificación se debe a que la avidina contiene en su molécula cuatro lugares
de unión con la biotina.
La diferencia entre esta técnica y la del ELISA indirecto clásico estriba
en que los anticuerpos específicos se conjugan con la biotina (biotinización) y
la detección de este complejo se realiza con un conjugado comercial de avidina
o estreptavidina marcada con un enzima.
En esta técnica se han empleado como antígenos las muestras de carne
estéril inoculadas con diversas cepas de Ps. fiuorescens a las concentraciones
de 108, 107, 106, ío~ y ío~ ufc/cm2, utilizándose como control carne estéril
sin inocular (111.2.6.2.1.2). Las muestras citadas, así como las de carne cruda
refrigerada (111.2.6.2.2.2), también se analizaron por la técnica del ELISA
indirecto, después de su sonicación (III.2.6.2.3.b).
La técnica sigue los mismos pasos y tiempos de incubación que los
descritos en el ELISA indirecto clásico (III.2.6.3.l.1), excepto que como
conjugado se utiliza uno comercial de estreptavidina marcada con peroxidasa
de rábano.
111.2.6.3.2. Técnica del ELISA sandwich
En esta técnica, los anticuerpos específicos se fijan a una fase sólida y
actúan como anticuerpos de captura de los antígenos problema. Los antígenos
anclados son reconocidos por los mismos anticuerpos conjugados con la
biotina y el complejo formado se detecta con un conjugado comercial de
estreptavidina/peroxidasa. La reacción se pone de manifiesto porque al actuar
el enzima sobre el sustrato se libera un compuesto coloreado.
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a) Antígenos
Como antígenos se emplearon las muestras de leche UHT y de carne
cruda estéril, inoculadas con diversas cepas de Ps. fluorescens a las
concentraciones de 108, 107, 106, 105, 104 y 103 ufc/ml o cm2 (111.2.6.2.1.1 y
111.2.6.2.1.2).
Las muestras citadas, así como las muestras crudas de leche y de carne
refrigeradas (111.2.6.2.2.1 y 111.2.6.2.2.2), también se analizaron tras su
sonicación, incluyendo asimismo las muestras de leche UHT tratadas
enzimáticamente de la forma descrita en el apartado JIJ.2.6.2.3.c.
b) Anticuerpos de captura
Como anticuerpos de captura se han empleado los inmunosueros anti-PF
y anti-PC de Ps. fiuorescens AH-70 obtenidos de conejos y parcialmente
purificados por precipitación de las inmunoglobulinas con sulfato amonico.
c) Anticuerpos de detección
Los anticuerpos de detección fueron los mismos que los de captura, pero
conjugados con la biotina de la manera descrita en la sección 111.2.6.1.6.
d) Coniu2ado
Se empleó un conjugado comercial de estreptavidina/peroxidasa (Dako).
e) Tampones y reactivos
Además de los descritos en la sección 11L2.6.3.l.I.d, se utilizó el tampón
carbonato-bicarbonato de pH 9,6, cuya composición es la siguiente:
- Tampón carbonato-bicarbonato de pH 9,6
Na
2CO3 2,93 g
NaHCO3 2,93 g
agua destilada 1
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f) Metodolo2ía del ELISA sandwich
Los pocillos de una placa de ELISA (Costar 3590) se sensibilizaron con
100 gí de los anticuerpos de captura correspondientes (anti-PF y anti-PC de
Ps. fluorescens AH-70) diluidos en tampón de carbonato-bicarbonato de pu
9,6, durante una hora a 370C. Transcurrido este tiempo, los pocillos se
lavaron cinco veces con tampón PBST para eliminar los anticuerpos no
adsorbidos a la placa.
A continuación, para tapizar las zonas del pocillo en las que no se
hubieran adsorbido los anticuerpos, se añadieron a cada uno de ellos 200 gí de
gelatina al 1% en tampón PBS. La placa se mantuvo 30 minutos a 370C y los
pocillos se lavaron de nuevo con tampón PBST para eliminar el exceso de
gelatina. A continuación, se añadieron a cada pocillo 100 gí del antígeno
correspondiente y la placa se mantuvo en agitación durante una hora a
temperatura ambiente. Tras un nuevo lavado con PBST, se depositaron en
cada pocillo 100 gí del anticuerpo correspondiente conjugado con la biotina y
la placa se mantuvo en agitación durante una hora a temperatura ambiente.
Después de otro lavado con PBST, se añadieron a cada pocillo 100 gí del
conjugado de estreptavidina/peroxidasa disuelto en PBST y la placa se incubó
1 una hora en agitación a temperatura ambiente. Finalmente, tras lavar los
pocillos cinco veces con agua destilada para eliminar los restos de conjugado
libre, se añadieron a cada pocillo 150 gí de la solución del sustrato,
manteniendo la placa en el agitador durante 30 minutos a temperatura
ambiente. El color verde, resultante de la degradación del sustrato por el
enzima, se cuantificó midiendo la absorbancia de los pocillos a 405 nm en un
lector espectrofotométrico de placas de ELISA.
Los controles realizados en cada ensayo de ELISA sandwich fueron los
siguientes:
- Control del antígeno: anticuerpo de captura + gelatina + anticuerpo de
detección + conjugado + sustrato.
- Control del anticuerpo de captura: gelatina + antígeno + anticuerpo de
detección + conjugado + sustrato.
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- Control del anticuerpo de detección: anticuerpo de captura + gelatina +
antígeno + conjugado + sustrato.
- Control del conjugado: gelatina + conjugado + sustrato.
CAPITULO IV
RESULTADOS
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IV.1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION PARCIAL DE LAS
PROTEINAS MAYORITARIAS DE LA MEMBRANA EXTERNA
DE Ps. fluorescens.
El aislamiento de las proteínas de la membrana externa de las cepas de
Ps. fluorescens AH-70, AR-il, B-52, DC-5, DC-7 y NT-19 se realizó de ][a
manera descrita en el apartado 111.2.2.2 de esta memoria. Con el fin de
caracterizar dichas proteínas, los cinco sobrenadantes liofilizados resultantes
de las sucesivas ultracentrifugaciones de las proteínas de la membrana externa
de la cepa de Ps. fluorescens AH-70 se sometieron a electroforesis en geles de
poliacrilamida con SDS. Los resultados de la electroforesis se muestran en la
figura IV. 1. La línea 13 muestra las bandas electroforéticas correspondientes a
las proteínas de la pared celular de Ps. fluorescens AH-70 presentes en el
sobrenadante de la primera ultracentrifugación (sobrenadante 1) y cuyos pesos
moleculares aparentes están comprendidos entre 7.500 y 74.000 daltones. Las
líneas C, D y E (correspondientes a los sobrenadantes 2, 3 y 4), indican que
las ultracentrifugaciones sucesivas eliminan las proteínas de la membrana
citoplásmica y la mayor parte de las proteínas de la membrana externa.
Finalmente, la última ultracentrifugación proporcionó un sobrenadante
(sobrenadante 5) que sólo contenía dos proteínas mayoritarias de la membrana
externa de Ps. fluorescens AH-YO (líneas F y 1-1). Estas dos proteínas se
identificaron como F y 1-1, al comparar sus pesos moleculares con los descritos
por Yoshimura y col., (1983) para las mismas proteínas de Ps. aeruginosa. La
línea A corresponde al electroferograma de proteínas estándar de pesos
moleculares conocidos.
El protocolo descrito para la extracción de las proteínas F y H de Ps.
fluorescens AH-YO se repitió con el resto de las cepas seleccionadas de Ps.
fluorescens AR-Il, B-52, DC-5, DC-7 y NT-19. Conviene señalar que el
rendimiento de cada extracción era muy pequeño, ya que de cada 4 litros de
medio de cultivo inoculado con la correspondiente cepa de Pseudomonas se
obtenían aproximadamente 10 mg de proteína. Por ello, la extracción tuvo
que repetirse varias veces con cada cepa para obtener una concentración de
proteína suficiente para los ensayos posteriores.
La figura JV.2 muestra la electroforesis en geles de poliacrilamida con
SDS de los sobrenadantes liofilizados de la última ultracentrifugación de las
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proteínas de la membrana externa de las 6 cepas de Ps. fluorescens
seleccionadas. En dicha figura se observa que las proteínas E y H se detectan
en las seis cepas de Ps. fluorescens analizadas, lo que significa que pueden ser
comunes a todas las cepas de Ps.fluorescens. Los pesos moleculares aparentes
de las proteínas purificadas fueron de 17.532 daltones para la proteína H y de
33.052 daltones para la E.
IV.2. PURwICACIoN Y CARACTERIZACION DE LA PROTEINA F
DE Ps. fluorescens AH-70.
Una vez aisladas y caracterizadas las dos proteínas mayoritarias
(proteínas E y H) de la membrana externa de varias cepas de Ps. fluorescens,
se procedió a la purificación de la proteína E de Ps. fluorescens AH-YO por
cromatografía de filtración en geles y a su caracterización por electroforesis
en geles de poliacrilamida con SDS.
IV.2. 1. CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GELES
El sobrenadante que contenía las proteínas E y H de la membrana
externa de Ps. fluorescens AH-YO (sobrenadante 5) se purificó en una columna
que contenía el gel de Sephacryl 8-200. Los resultados obtenidos se muestran
en la figura IV.3, en la que se observa un pico de absorción máxima a 280 nra
(A) seguido de otro de menor tamaño (B). Las fracciones correspondientes a
cada pico, después de dialízarse, se liofilizaron y se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS, con el fin de comprobar su
grado de purificación.
IV.2.2. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA CON SDS
Como se observa en la figura IV.4, los resultados obtenidos mostraron
que la fracción cromatográfica del primer pico eluido contenía una proteína
monomérica de un peso molecular aparente de 33.052 daltones,
correspondiendo al de la proteína E de todas las cepas de Rs. fluorescens
analizadas.
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Figura IV.!. Electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida de las proteínas de
membrana de Ps. fiuoiúscens AH-YO (B). Las sucesivas fases de
extracción eliminan las proteinas de la membrana citoplásmica y casi
todas las (le la membrana externa (C. D. E) permaneciendo el
peptidoglicano asociado a las proteínas E y 1-1. las cuales se solubilizaron
con LDS que contenía LiCI 1 M (E. Las proteínas estándar (A fueron:
seroalbúmina bovina (66 KDa). ovoalbúmina (45 KDa), gliceraldelildio
3-fosfato deshidrogenasa (36 KDa), anhidrasa carbónica <29 KDa>.
tripsinógeno (24 KDa). inhibidor de la tripsina de soja (20.1 KDa ‘~
alfa-lactoalbúmina (14.2 KDa).
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Figura IV2. Electroforesis en ucles de SDS-poliacri lamida de las proteínas E y H de la
membrana externa de las cepas de Ps. J/uorescens AH-YO (B), AR-l 1
(C), B-52 (D). DC-5 (E), DC-7 (E) y NT-19 (6). Proteínas estándar <A~
como en la figura IV. 1.
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Figura IV.3. Purificación de las proteínas F y H de Rs. fluorescens AH-70 en un gel
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de Sephacryl S-200.
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Fi~uru LV.4. Electroforesis en ~zelesde SDS-poliacrilarn¡da de la proteína F de Rs.
fluo,escens AH-YO (BY purificada y separada de la proteína FI
por cromatografía de filtración en gel. Las proteínas estándar (A) fueron
como en la figura lvi.
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IV.3. ESTIMACION POR LA TECNICA DEL ELISA INDIRECTO
DE LA CAPACIDAD DE LOS INMUNOSUEROS
ANTI-PROTEINA F (ANTI-PF) Y ANTI-PARED CELULAR
(ANTI-PC) DE RECONOCER DIVERSAS CEPAS DE Ps.
fluorescens
Para la obtención de los inmunosueros se emplearon dos lotes de 2
conejos cada uno. El primer lote se inmunizó con la proteína F de Ps.
fluorescens AH-70 y el segundo con células vivas de la misma cepa. No
obstante, antes de comenzar el protocolo de inmunización, a los conejos se les
extrajo una muestra de sangre y el suero obtenido se analizó por la técnica del
ELISA indirecto frente a los extractos antigénicos de interés. Después de
comprobar que ninguno de los conejos presentaba reactividad inmunológica
frente a dichos extractos antigénicos, todos los animales se consideraron aptos
para la inmunización.
Durante el proceso de inmunización de los conejos se realizaron 5
sangrías parciales y una final, para comprobar si los animales producían
anticuerpos frente a la proteína F (anti-PF) y frente a las células vivas
(anti-PC) de Ps. fluorescens AH-70. De los resultados obtenidos (no
mostrados) por la técnica de ELISA indirecto utilizada se dedujo que:
1) En las sangrías parciales efectuadas a los 21, 42 y 63 días de la
primera inoculación, no se detectaba una reacción inmunológica significativa
de los inmunosueros anti-PF y anti-PC con sus respectivos extractos
antigénicos.
2) En las sangrías realizadas a los 84 y 105 días de la primera
inoculación, se apreció un incremento significativo de la respuesta
inmunológica de los conejos frente a los extractos antigénicos de interés y por
ello, a los 112 días se efectuó la sangría final.
Los inmunosueros anti-PF y anti-PC de Ps. fluorescens AH-YO,
procedentes de la sangría final, se purificaron parcialmente por precipitación
con sulfato amónico y con una técnica de ELISA indirecto se estudió su
potencial para reconocer diversas cepas de Ps. fluorescens. Después de vados
ensayos preliminares, se establecieron las condiciones óptimas de trabajo;
RESULTADOS 102
fueron las siguientes:
- Antígenos: cultivos puros de las cepas de Ps. fluorescens AH-YO,
AR-Il, B-52, DC-5, DG-Y y NT-19 en un tampón PBS estéril a las
concentraciónes de 108, ío~, 106 y ío~ ufc/ml, así como las mismas muestras
sonicadas.
- Anticuerpos: los anti-PF y anti-PC de Ps. fluorescens AH-YO
parcialmente purificados por precipitación con sulfato amónico y diluidos
1/2000 (y/y) en tampón PBST.
- ConjuRado: uno comercial de anti-inmunoglobulinas de conejo
obtenidas del cerdo y conjugadas al enzima peroxidasa de rábano (Dako),
diluido 1/1500 (y/y) en tampón PBST.
IV.3.1. CAPACIDAD DE RECONOCIMIENTO DE CEPAS DE Rs. fluorescens
POR EL INMUNOSUERO ANTI-PROTEINA F (ANTI-PR
En las figuras IV.5 y IV.6 se reflejan los resultados obtenidos al estimar
el potencial del inmunosuero anti-PF en el reconocimiento de diversas cepas
de Ps. fiuorescens mediante la técnica del ELISA indirecto. La figura IV.5
muestra los valores de absorbancia a 405 nm de las cepas de Ps. fiuorescens
AH-YO, AR-lí, 13-52, DC-5, DC-7 y NT-19 en tampón PBS a las
concentraciones de 108, ío~, 106 y io~ ufc/ml; como puede apreciarse, los
anticuerpos anti-PF no reconocen prácticamente a ninguna de las cepas de Ps.
fiuorescens analizadas.
Para aumentar la sensibilidad del ensayo, las cepas de Ps. fluorescens
inoculadas en tampón PBS se usaron por sonicación. La figura IV.6 muestra
que cuando los anticuemos anti-PF se enfrentan a las cepas sonicadas de Ps.
fluorescens, los valores de absorbancia a 405 nm son mayores que los
correspondientes a las células intactas. Estos resultados indican que el
tratamiento de las células con ultrasonidos determina que sea mayor el
número de epítopos específicos expuestos a los anticuemos anti-PF.
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Estimación por un ELISA indirecto de la capacidad de los
anticuerpos anti-PF de reconocer las cepas de Rs. fluorescens
AH-YO (e ), AR-il ( u ), B-52 ( A ), DC-5 (o), DC-7 (o)
y NT-19 ( A ) en tampón PBS. Dilución del inmunosuero
1/2000. Dilución del conjugado 1/1500.
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Figura IV.6. Estimación por un ELISA indirecto de la capacidad de los
anticuerpos anti-PF de reconocer las cepas de ¡‘s. fluorescens
AH-70(e ),AR-11( u ),B-52( A),DC-5( o ),DC-7(O)
y NT-19 ( A ) en tampón PBS y sonicadas. El resto de los
parámetros como en la figura IV.5.
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IV.3.2. CAPACIDAD DE RECONOCIMIENTO DE CEPAS DE Ps. fluorescens
POR EL INMUNOSUERO ANTI-PARED CELULAR (ANTI-PC
’
Siguiendo un procedimiento análogo al descrito para el inmunosuero
anti-PF, se estudió la capacidad del inmunosuero anti-PC de reconocer las
cepas de Rs. fiuorescens AH-YO, AR-lí, B-52, DC-5, DG-Y y NT-19 en
tampón PBS a las concentraciones de 108, io~, 106 y í0~ ufc¡ml; también se
analizó su capacidad frente a las mismas cepas sometidas a un tratamiento de
sonicación.
En la figura IV.7 se observa que los anticuerpos anti-PC reconocen todas
las cepas de Ps. fluorescens analizadas. Además, los resultados de la figura
IV.8 indican que las células sonicadas de Rs. fiuorescens son más fácilmente
reconocidas por los anticuerpos anti-PC que las que no se someten a este
tratamiento.
Del estudio de la capacidad de los inmunosueros anti-PF y anti-PC de
reconocer diversas cepas de Ps. fiuorescens mediante un ELISA indirecto, se
deduce que:
1) Los anticuerpos anti-PF no reconocen prácticamente a ninguna de las
cepas de Ps. fiuorescens cuando se inoculan a distintas concentraciones en
tampón PBS. Sin embargo, cuando las muestras se someten a sonicación sí las
reconocen.
2) Los anticuerpos anti-PC reconocen la presencia de todas las cepas de
Ps. fiuorescens inoculadas en las muestras de tampón PBS; la sensibilidad del
ensayo aumenta si las muestras se someten a sonicación.
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Figura IV.7. Estimación por un ELISA indirecto
anticuerpos anti-PC de reconocer las
AH-YO (e). AR-il (u). B-52 (A),
NT-19 ( A ) en tampón PBS. Dilución
Dilución del conjugado 1/1500.
de la capacidad de los
cepas de Rs. fluorescens
DC-5 (O ), DC-7 (O ) y
del inmunosuero 1/2000.
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Figura ¡VS. Estimación por un ELISA indirecto de la capacidad de los
anticuerpos anti-PC de reconocer las cepas de Ps. fluorescens
y NT-19 ( A ) en tampón PBS y sonicadas. El resto de los
parámetros como en la figura IV.7.
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IV.4. DETECCION POR METODOS INMUNOENZIMATICOS
(ELISA), DE Ps. fluoresceus Y DE OTRAS BACTERIAS
PSICROTROFAS DE LA LECHE CRUDA REFRIGERADA
Los anticuerpos anti-PF y anti-PC se utilizaron en las técnicas del ELISA
indirecto y del ELISA sandwich para estudiar su capacidad de reconocimiento
de Ps. fluorescens y de otras bacterias psicrotrofas de la leche cruda
refrigerada.
IV.4. 1. TECNICA DEL ELISA INDIRECTO
Antes de desarrollar un ELISA indirecto para la detección y
cuantificación de Ps. fluorescens y otras bacterias psicrotrofas de la leche
cruda refrigerada, se procedió a comprobar si mediante esta técnica, los
anticuemos antí-PE y anti-PC detectaban la presencia de Ps. fiuorescens en
muestras de leche UHT inoculadas experimentalmente con este
microorganismo.
Para ello se realizó un ELISA indirecto en el que como antígenos se
emplearon muestras de leche UHT inoculadas con un cultivo puro de la cepa
de Rs. fluorescens AH-YO a las concentraciones de 108, lOY, 106, 10~, 104 y
103 ufc/mI. Como control se utilizaron muestras del mismo microorganismo
inoculado en tampón PBS estéril.
En la figura IV» se observa que los anticuemos anti-PF no reconocen la
presencia de Ps. fiuorescens AH-YO ni en las muestras de leche, ni en las de
PBS analizadas. En cambio, los resultados de la figura IV.10 indican que los
anticuemos anti-PC reconocen la presencia de la cepa AH-YO de Ps.
fiuorescens a distintas concentraciones en el tampón PBS, pero no en la leche
UHT.
Para aumentar la capacidad de reconocimiento de Ps. fiuorescens AH-YO
de la leche por los anticuemos anti-PF y anti-PC, muestras de leche UHT
inoculadas como queda dicho se sometieron a un tratamiento de sonicación.
Los resultados obtenidos (que no hemos considerado necesario incluir),
demostraron que los anticuerpos anti-PF y anti-PC no reconocían la cepa
sonicada de Ps.fiuorescens AH-YO en las muestras de leche analizadas.
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Figura 1VIO. Estimación por un ELISA indirecto de la capacidad de los
anticuerpos anti-PC de reconocer Ps. fluorescens AH-YO en
tampón PBS (e ) y en leche UHT (O). Dilución del anticuerpo
1/2000. Dilución del conjugado 1/1 500.
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Con el fin de comprobar si esta falta de capacidad de reconocimiento de
Ps. fiuorescens AH-YO en las muestras de leche por parte de los anticuerpos
anti-PF y anti-PC se debía a la presencia de caseínas, proteínas del suero u
otros componentes de la leche que, de algún modo, interferían en la reacción
antígeno-anticuerpo, se realizaron nuevos ensayos utilizando como antígenos
muestras de suero de leche y caseínas inoculadas con distintas concentraciones
de Ps. fiuorescens AH-YO. Los resultados obtenidos (no mostrados) indicaron
que los anticuemos anti-PF y anti-PC tampoco detectaban la presencia de Ps.
fiuorescens en las muestras descritas.
Se pensó que quizá concentrando previamente los microorganismos de la
leche mediante su centrifugación a 13.000 x g durante 10 mm y a 40C, se
podría favorecer la detección de Ps. fiuorescens por los anticuerpos anti-PF y
anti-PC. Sin embargo, se comprobó que los anticuerpos anti-PE y anti-PC
tampoco reconocían la cepa de Ps. fluorescens AH-YO de los sedimentos
analizados.
Los resultados de las experiencias descritas en este apartado, permiten
concluir que la técnica de ELISA indirecto no es útil en la detección de Ps.
fiuorescens y de otras bacterias psicrotrofas de la leche, debido probablemente
a que los distintos componentes lácteos interfieren en la fijación de los
microorganismos a los pocillos de las placas de poliestireno.
IV.4.2. TECNICA DEL ELISA SANDWICH
Dada la ineficacia del ELISA indirecto en la detección de Ps. fiuorescens
en la leche cruda refrigerada, se procedió al desarrollo y puesta a punto de
una técnica de ELISA sandwich.
En esta técnica se utilizaron como anticuemos de captura los anticuemos
anti-PF y anti-PC purificados por precipitación con sulfato amónico y como
anticuerpos de detección los mismos anticuerpos conjugados con la biotina. La
detección del complejo antígeno-anticuerpo/biotina se efectuó con un
conjugado comercial de estreptavidina marcado con el enzima peroxidasa de
rábano.
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IV.4.2.1. Determinación de la concentración idónea de los
reactivos que intervienen en el ensayo
En primer lugar, se determinaron las concentraciones idóneas de los
reactivos utilizados en los ensayos. Experiencias preliminares indicaron que la
dilución idónea de los anticuerpos de captura (1 mg de proteína/mi) y de
detección (1,15 mg de proteína/mí) era la de 1/1000. Asimismo se comprobó
que la dilución óptima del conjugado de estreptavidina-peroxidasa era la de
1/3000.
Como antígenos, se emplearon muestras de leche UHT inoculadas cori
cultivos puros de las cepas de Ps. fiuorescens AH-YO. AR-l 1, 13-52, DC-5,
DC-? y NT-19 a las concentraciones de ío~, iO~, 106, í0~, íO~ y io~ ufc/ml y
como control, se utilizó una muestra de leche UHT sin inocular. También se
emplearon estas mismas muestras después de un tratamiento de sonicación y
de lisis enzimática, así como muestras de leche cruda refrigerada sometidas a
sonicación.
IV. 4.2.2. Anticuerpos anti-proteína F (ant¡-PF)
En este apartado se recogen los resultados obtenidos cuando se utilizan
los anticuerpos anti-PF y la técnica del ELISA sandwich en la detección de Ps.
fiuorescens y de otras bacterias psicrotrofas en la leche cruda refrigerada.
En primer lugar, se comprobó la especificidad de los anticuerpos
anti-PF en el reconocimiento de varias cepas de Ps. fiuorescens en leche UHT.
La figura IV. 11 muestra los valores de absorbancia a 405 nm obtenidos por la
técnica del ELISA sandwich, al analizar muestras de leche UHT inoculadas
con cultivos puros de las cepas de Ps.fiuorescens AH-YO, AR-lí, 8-52, DC-5,
DC-Y y NT-19 a las concentraciones de l0~, 107, 106, ío~, ío~ y í0~ ufc/ml.
Como se observa, los anticuerpos anti-PF reconocen muy bien la presencia de
la cepa AH-YO en las muestras de leche analizadas; los valores de absorbancia
aumentan proporcionalmente con la concentración celular en el intervalo
comprendido entre 103 y 108 ufc/ml, con un límite de detección aproximado
para esta cepa de ío~ ufc/ml. Sin embargo, la especificidad de los anticuemos
anti-PF para reconocer la presencia del resto de las cepas inoculadas se reduce
significativamente a niveles de 106 ufc/ml.
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Con el objeto de aumentar la sensibilidad del ensayo, se realizó otra
experiencia en la que la respuesta de los anticuerpos anti-PF frente a las
muestras de leche UHT inoculadas con las cepas de Ps. fluorescens, se
cuantificó tras una sonicación de las muestras de leche. En la figura IV. 12 se
aprecia que los valores de absorbancia frente a las muestras sonicadas eran
mayores que los que se obtenían frente a las células intactas. No obstante, la
especificidad de los anticuerpos anti-PF para reconocer las cepas de Ps.
fluorescens en las muestras de leche sonicadas no mejoró sensiblemente, ya
que el límite de detección de la cepa AH-YO, así como del resto de las cepas de
Ps. fiuorescens analizadas se mantuvo en iO~ y 106 ufc/ml, respectivamente.
Asimismo, las muestras de leche UHT inoculadas con las distintas cepas de Ps.
fiuorescens se analizaron por la técnica de ELISA sandwich, después de
someterlas a un tratamiento enzimático con lisozima. Los resultados obtenidos
(no mostrados) indicaron que la lisis enzimática fue menos eficaz que la
sonicación para incrementar la sensibilidad de los anticuemos anti-PF en la
detección de las cepas de Ps.fiuorescens en las muestras de leche analizadas.
Una vez comprobada la especificidad de los anticuemos anti-PF para
detectar la presencia de diversas cepas de Ps. fiuorescens en las muestras de
leche UHT, se procedió a su utilización en la detección y cuantificación de la
flora psicrotrofa de la leche cruda refrigerada.
La figura IV.13 representa la evolución de los recuentos en placa de
bacterias psicrotrofas y de los valores de absorbancia a 405 nm obtenidos por
la técnica de ELISA sandwich en una muestra de leche cruda durante su
almacenamiento en refrigeración a 40C. Como se observa, la absorbancia
aumenta con los días de almacenamiento de la leche en refrigeración y
muestra una evolución paralela al aumento de la carga bacteriana. A partir de
los 3 días de almacenamiento a 40C ya se detectan en la leche niveles de
bacterias psicrotrofas próximos a 106 ufc/ml. Como se mencionaba en la
introducción, esta concentración bacteriana en la leche cruda es suficiente para
que la flora psicrotrofa comience a producir enzimas exocelulares, que
originan posteriormente cambios organolépticos en las leches conservadas y
en otros productos lácteos. Cuando la tasa de bacterias se situó por encima de
las 108 ufc/ml, se dió por finalizado el recuento debido a que la leche cruda
manifestaba signos objetivos de alteración. Por otra parte, la tasa inicial de
bacterias psicrotrofas de la leche cruda no superó las i0~ ufc/ml.
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Figura IV.1I. Estimación por un ELISA sandwich de la capacidad de los
anticuerpos anti-PF de reconocer las cepas de Ps. fluorescens
AH-YO (e ), AR-í 1 (u ), B-52 ( A ), DC-5 ( o ), DC-7 ( o ) y
NT-19 ( A ) en leche UHT. Control de leche UHT sin inóculo
y ). Dilución 1/1000 de los anticuerpos de captura y de
detección. Dilución 1/3000 del conjugado de
estreptavidina-peroxidasa.
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Figura 117.12. Estimación por un ELISA sandwich de la capacidad de los
anticuerpos anti-PF de reconocer las cepas de Rs. fluorescens
AH-YO (e ), AR-lí (u), B-52 (A), DC-5 (o ), OC-Y ( o ) y
NT-19 ( A ) en leche UHT y sonicadas. Control de leche UHT sin
inóculo ( y >. Dilución 1/1000 de los anticuerpos de
captura y de detección. Dilución 1/3000 del conjugado de
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estreptavidina-peroxidasa.
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Días de almacenamiento a 40C
Figura IV.13. Evolución de los recuentos en placa de bacterias psicrotrofas (e
y de los valores de absorbancia a 405 nm obtenidos por la técnica
de ELISA sandwich (O ) en una muestra de leche cruda durante
su almacenamiento en refrigeración a 40C. Dilución 1/1000 de
los anticuerpos de captura y de detección (anti-PF). Dilución
1/30% del conjugado de estreptavidina-peroxidasa.
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Con el fin de determinar la especificidad de los anticuerpos anti-PF en la
detección y cuantificación de los microorganismos psicrotrofos que proliferan
en la leche durante su almacenamiento en refrigeración, se desarrolló un
ELISA sandwich que permitiese establecer la relación entre los recuentos
bacterianos de las muestras de leche cruda y la absorbancia a 405 nm de
dichas muestras sonicadas. Los resultados obtenidos se muestran en la figura
IV.14. Cada punto de la gráfica representa la media de los valores de
absorbancia a 405 nm de seis experiencias distintas realizadas con dos
muestras diferentes de leche cruda. De estos resultados se deduce que con los
reactivos utilizados y la técnica de ELISA sandwich descrita, es posible
cuantificar el contenido de bacterias psicrotrofas de la leche cruda, en el
intervalo de í0~-ío~ ufc/ml, mediante la ecuación:
Log. absorbancia 405 nm = -2,3908 + 0,3 19Y log (13),
cuyo coeficiente de regresión fue de r2 = 0,90 y el coeficiente de regresión
ajustado de Adj.r2 = 0,88 (p = 0,0003), siendo 13 el contenido de bacterias
psicrotrofas por ml de leche.
También se comprobó la especificidad de los anticuerpos anti-PE para
reconocer la presencia de diversas bacterias psicrotrofas en leche UHT. Los
microorganismos analizados fueron Ps. fiuorescens AH-YO, Ps. aeruginosa,
Ps. fragi, Flavobacterium sp., Achrornobacter sp, Acinetobacter sp.,
Alcaligenes sp., Klebsiella sp., y Enterobacter sp. Los resultados de la figura
IV.15 indican que los anticuerpos anti-PF reconocen únicamente las cepas de
Ps. fiuorescens AH-YO, Rs. aeruginosa y Ps. fragi. La incapacidad de los
anticuerpos anti-PF de reconocer al resto de las bacterias psicrotrofas
utilizadas sugiere que la proteína E, aislada de Ps. fluorescens AH-YO, es
específica del género Pseudomonas. No obstante, los anticuemos anti-PF
permiten cuantificar la flora psicrotrofa de la leche cruda ya que. como se
indicaba en la introducción de esta memoria, la mayoría son bacterias
Gram-negativas, de las que alrededor del 90% pertenecen al género
Pseudomonas.
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y = -2,3908 + 0,3197 x;
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Figura 117.14. Relación entre los recuentos en placa de bacterias psicrotrofas y los
valores de absorbancia a 405 nm obtenidos por la técnica del
ELISA sandwich en muestras de leche cruda mantenidas a
40C. Dilución 1/1000 de los anticuerpos de captura y de detección
(anti-PF). Dilución 1/3000 del conjugado de
estreptavidina-peroxidasa. Cada punto de la gráfica corresponde a
la media de los resultados de seis experiencias distintas realizadas
con dos muestras diferentes de leche cruda.
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Figura 117.15. Estimación por un ELISA sandwich de la capacidad de los
anticuerpos anti-PF de reconocer muestras de leche UHT
inoculadas con cultivos puros de Ps.fluorescens AH-70 ( e ), Rs.
aeruginosa (U ), Rs. fragi (A ), Flavobacterium sp. ( O ),
Achromobacter sp. ( O ), Acinetobacter sp. ( A ), Alcaligenes
sp. ( m ), Klebsiella sp. ( e ) y Enterobacter sp. ( O ). Control
de leche UHT sin inóculo ( y ). Dilución 1/1000 de los
anticuerpos de captura y de detección. Dilución 1/3000 del
conjugado de estreptavidina-peroxidasa.
Nota: Los datos referentes a Achromobacter sp., Acinetobacter sp., Alcaligenes
sp. y Klebsiella sp. se ocultan tras los de Flavobacterium sp. y
Enterobacter sp., por lo que no se pueden diferenciar en la figura
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IV.4.2.2. Anticuerpos anti-pared celular (anti-PC)
Para establecer la especificidad de los anticuerpos anti-PC en la
detección de Ps. fiuorescens y de otras bacterias psicrotrofas de la leche cruda
refrigerada, se desarrolló un ELISA sandwich, siguiendo un protocolo
experimental similar al descrito en el apartado anterior.
En la figura IV.16 se muestran los valores de absorbancia a 405 nm de
las muestras de leche UHT inoculadas con seis cepas de Ps. fiuorescens a las
concentraciones de ¡08, ío~, 106, 10~, 104 y lO~ ufc/ml. Los anticuerpos
anti-PC reconocen la presencia de la cepa AH-YO en las muestras de leche
analizadas desde niveles de í0~ ufc/ml, mientras que su capacidad de
reconocer al resto de las cepas solo acaece a partir de las í0~ ufc/ml. La
sonicación de las muestras de leche inoculadas con las cepas de Ps. fiuorescens
(Fig. IV.lY) mejoró notablemente la sensibilidad del ensayo, ya que el límite
de detección conseguido fue de ío~ ufc/ml para todas las cepas de Ps.
fluorescens analizadas. Los valores de absorbancia a 405 nm de las células
bacterianas lisadas enzimáticamente (resultados no mostrados) fueron
inferiores a los obtenidos cuando se rompieron por sonicación. En
consecuencia, dado que la sonicación proporcionaba una ruptura celular más
eficaz que la lisis enzimática, el último tratamiento se excluyó en la
preparación de las muestras de experiencias posteriores.
Para la detección y cuantificación de la flora psicrotrofa de la leche
cruda refrigerada también se emplearon los anticuerpos anti-PC en la técnica
del ELISA sandwich. La figura IV.18 muestra la relación lineal obtenida al
representar los valores de los recuentos en placa de las bacterias psicrotrofas
de la leche cruda, en función de los valores de absorbancia a 405 nm de las
muestras de leche sonicadas. De los resultados obtenidos se deduce que la
utilización de los anticuerpos anti-PC en la técnica del ELISA sandwich
permite cuantificar la flora psicrotrofa de la leche cruda, en el intervalo de
105-109 ufc/ml, mediante la ecuación:
Log. absorbancia 405 nm = 2,4105 + 0,35 19 log (13),
que presenta un coeficiente de regresión de r2 = 0,97 y un coeficiente de
regresión ajustado de Adj.r2 = 0,96 (p = 0,0001), siendo (13) el contenido de
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bacterias psicrotrofas por ml de leche.
También se determinó la especificidad de los anticuerpos anti-PC para
reconocer otras bacterias psicrotrofas. Los resultados obtenidos (Ng. IV.19)
indicaron que los anticuerpos anti-PC reconocen, además de las cepas del
género Pseudomonas (Ps. fiuorescens AH-YO, Ps. aeruginosa y Ps. fragi).
otras bacterias psicrotrofas; sin embargo, la especificidad de los anticuerpos
anti-PC no es homogénea en todos los casos.
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Figura 117.16. Estimación por un ELISA sandwich de la capacidad de los
anticuerpos anti-PC de reconocer las cepas de Rs. fluorescens
AH-70 (e ), AR-1 1(U), B-52 (A), DC-5 (O), DC-7 (O) y
NT-19 (A) en leche UHT. Control de leche UHT sin inóculo (y).
Dilución 1/1000 de los anticuerpos de captura y de detección.
Dilución 1/3000 del conjugado de estreptavidina-peroxidasa.
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Figura 117.17. Estimación por un ELISA sandwich de la capacidad de los
anticuerpos anti-PC de reconocer las cepas de Ps. fluorescens
AH-YO (@),AR-11 (U), B-52 (A), DC-5 (O ), DC-7 (O) y
NT-19 (A) en leche UHT y sonicadas. Control de leche UHT sin
inóculo (y). Dilución 1/1000 de los anticuerpos de captura y de
detección. Dilución 1/3000 del conjugado de
estreptavidina-peroxidasa
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y = -2,4105 + 0,3519 x;
0,6
= 0,97; Adj.r2 = 0,96
(p = 0,0001)
Figura 117.18. Relación entre los recuentos en placa de bacterias psicrotrofas y los
valores de absorbancia a 405 nm obtenidos por la técnica del ELISA
sandwich en muestras de leche cruda mantenidas a
40C. Dilución 1/1000 de los anticuerpos de captura y de detección
(anti-PC). Dilución 1/3000 del conjugado de
estreptavidina-peroxidasa. Cada punto de la gráfica corresponde a la
media de los resultados de seis experiencias distintas realizadas
con dos muestras diferentes de leche cruda.
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Figura 117.19. Estimación por un ELISA sandwich de la capacidad de los
anticuerpos anti-PC de reconocer muestras de leche UHT
inoculadas con cultivos puros de Ps.fluorescens AH-YO (e ), Ps.
aerug¡nosa (U), Ps. fragi ( A), Flavobacterium sp. (O),
Achromobacter sp. ( o ), Acinetobacter sp. ( t ), Alcaligenes
sp. ( E ), Klebsieila sp. ( O ) y Enterobacter sp. ( e ). Control
de leche UHT sin inóculo ( y). Dilución 1/1000 de los anticuerpos
de captura y de detección. Dilución 1/3000 del conjugado de
estreptavidina-peroxidasa.
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IV.5. DETECCION POR METODOS INMUNOENZIMATICOS
(ELISA), DE Ps. fluoresceus Y DE OTRAS BACTERIAS
PSICROTROFAS DE LA CARNE CRUDA REFRIGERADA
En las experiencias con el ELISA indirecto y con el sandwich, seguidas
para la detección de Ps. fiuorescens y de otras bacterias psicrotrofas de la
carne cruda refrigerada, se emplearon los anticuerpos anti-PF y anti-PC; se
siguió un procedimiento similar al descrito para las muestras de leche.
Brevemente, los objetivos a desarrollar son los siguientes:
(A) Determinar la especificidad de los inmunosueros anti-PF y anti-PC
para reconocer la presencia de diversas cepas de Ps. fiuorescens en muestras
de carne estéril inoculadas experimentalmente.
(B) Comprobar si la sonicación de las muestras aumenta la capacidad de
los anticuerpos anti-PF y anti-PC de reconocer las distintas cepas de Ps.
fiuorescens.
(C) Estudiar si los anticuerpos anti-PF y anti-PC pueden emplearse para
cuantificar la presencia de bacterias psicrotrofas en muestras de carne crnda
mantenidas en refrigeración.
IV.5.í. TECNICA DEL ELISA INDIRECTO UTILIZANDO EL SISTEMA DE
AMPLIIFICACION BIOTINA-AVIDINA
En esta técnica, los anticuerpos anti-PF y anti-PC se conjugaron con la
biotina y la detección de los anticuerpos biotínizados unidos a sus antígenos
específicos se realizó empleando un conjugado de estreptavidina-peroxidasa.
ív.s.í.í. Determinación de la concentración idónea de los
reactivos que intervienen en el ensayo
Las concentraciones óptimas de los reactivos utilizados en los ensayos se
determinaron tras varias experiencias preliminares, siguiendo la metodología
descrita en el apartado 111.2.6.3.1.2. Los resultados obtenidos indicaron que la
dilución más apropiada de los anticuerpos anti-PF y anti-PC biotinizados era
la de 1/500, mientras que la del conjugado de estreptavidina-peroxidasa fue la
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de 1/1500.
Como antígenos, se utilizaron muestras de carne cruda estéril que se
inocularon con cultivos puros de las cepas de Ps. fiuorescens AH-YO, DC-5,
DC-? y NT-19 a las concentraciones de 108, 107, 106. io~ y io~ ufc/cm2, y
como control se utilizó carne cruda estéril sin inocular. También se utilizaron
estas muestras, así como las de carne cruda refrigerada, después de sometidas
a un tratamiento de sonicación
IV.5.1.2. Anticuerpos anti-proteína F (anti-PF)
La figura IV.20 muestra los valores de absorbancia a 405 nm de las
muestras de carne cruda estéril inoculadas con las cepas de Ps. J7uorescens
citadas. Utilizando los reactivos descritos y la técnica del ELISA indirecto, los
anticuemos anti-PF reconocen la presencia de las cuatro cepas de Rs.
fiuorescens analizadas con una especificidad parecida. También se observa un
aumento de la absorbancia proporcional a la concentración de bacterias, en el
intervalo comprendido entre í0~ y 108 ufc/cm2, con un límite de detección
aproximado de l0~ ufc/cm2.
Con el fin de aumentar la sensibilidad del ensayo, las muestras de carne
estéril inoculadas con las cepas de Ps. fiuorescens se analizaron después de su
sonicación (Fig. IV.21). De los resultados obtenidos se desprende que los
anticuerpos anti-PF reconocen mejor las cepas de Rs. fluorescens en las
muestras sonicadas, que en las que no lo fueron. No obstante, la sonicación no
logró mejorar el límite de detección conseguido con las muestras no
sonicadas.
Posteriormente se estudió la capacidad de reconocimiento de los
anticuerpos anti-PF en la detección y cuantificación de las bacterias
psicrotrofas de la carne cruda refrigerada. Los resultados obtenidos se
muestran en la figura IV.22, donde se observa la relación existente entre los
recuentos de bacterias psicrotrofas por cm2 de carne cruda (13) y la
absorbancia a 405 nm de las muestras de carne sonicadas. Cada punto de la
gráfica representa la media de los resultados de seis experiencias distintas
realizadas con cuatro muestras diferentes de carne cruda. De estos resultados
se deduce que con los reactivos descritos y la técnica del ELISA indirecto
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desarrollada, es posible cuantificar la tasa de bacterias psicrotrofas de la carne
cruda refrigerada, en el intervalo comprendido entre í0~ y í0~ ufc/cm2,
mediante la ecuación:
Log. absorbancia = -l,40Y3 + 0,1955 log (8),
que presentó un coeficiente de regresión de r2 = 0,89 y un coeficiente de
regresión ajustado de Adj.r2 = 0,88 (p = 0,0001), siendo (B) el contenido de
bacterias psicrotrofas por cm2 de carne.
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Figura 117.20. Estimación por un ELISA indirecto de la capacidad de los
anticuerpos anti-PF biotinizados de reconocer las cepas de Ps.
fluorescens AH-70 (e ), DC-5 ( O ), DC-7 ( O ) y NT-19 ( U )
en carne cruda estéril. Control de carne estéril sin inóculo (y ).
Dilución 1/500 del inmunosuero. Dilución 1/1 500 del conjugado de
estreptavidina-peroxidasa.
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Figura 117.2 1. Estimación por un ELISA indirecto de la capacidad de los
anticuerpos anti-PF biotinizados de reconocer las cepas de Ps.
fluorescens AH-YO (@ ), DC-5 (O ), DC-7 ( O) y NT-19 (U ) en
carne cruda estéril y sonicadas. Control de carne estéril sin inóculo
y ). Dilución 1/500 del inmunosuero. Dilución 1/1500 del
conjugado de estreptavidina-peroxidasa.
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y = -1,4073±0,1955x;
0,4
0,2
0,0
-0,2
-0,4
= 0,89; Adj.r2 = 0,88
(p 0,0001)
Figura 117.22. Relación entre los recuentos en placa de bacterias psicrotrofas y los
valores de absorbancia a 405 nm obtenidos por la técnica del ELISA
indirecto en muestras de carne cruda mantenidas a
40C. Dilución 1/500 de los anticuerpos biotinizados anti-PF.
Dilución 1/1500 del conjugado de estreptavidina-peroxidasa. Cada
punto de la gráfica corresponde a la media de los resultados de seis
experiencias distintas realizadas con cuatro muestras diferentes de
carne refrigerada.
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IV.5.1.2. Anticuerpos anti-pared celular (anti-PC)
Los resultados del ELISA indirecto de la figura IV.23 indican que los
anticuerpos anti-PC también reconocen, prácticamente con la misma
especificidad, las cuatro cepas de Ps. fiuorescens analizadas. El límite de
detección de todas ellas fue de 105 ufc/cm2. Asimismo, la figura IV.24
muestra los valores de absorbancia obtenidos a 405 nm con las muestras de
carne cruda estéril inoculadas con las cuatro cepas de Ps. f/uorescens y
sometidas a sonicación. De los resultados obtenidos se deduce que la
sonicación mejora la capacidad de los anticuerpos anti-PC de reconocer la
presencia de dichas cepas en las muestras de carne analizadas.
La técnica del ELISA indirecto también se utilizó para determinar la
utilidad de los anticuemos anti-PC en la detección y cuantificación de la tasa
de bacterias psicrotrofas de los filetes de carne cruda refrigerados a 40C (Fig.
IV•25). La ecuación que relaciona los recuentos de bacterias psicrotrofas por
cm2 de carne cruda (B) y la absorbancia a 405 nni de las muestras sonicadas,
en el intervalo de í0~-ío9 ufc/cm2, es la siguiente:
Log. absorbancia = -1,3782 + 0,19Y4 log (B),
con un coeficiente de regresión de r2 = 0,93 y un coeficiente de regresión
ajustado (Adj.r2) de 0,93 (p = 0,0001).
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Figura 117.23. Estimación por un ELISA indirecto de la capacidad de los
anticuerpos anti-PC biotinizados de reconocer las cepas de Ps.
fluorescens AH-70 (e ), DC-5 (O ), DC-7 (O ) y NT-19 ( U ) en
carne cruda estéril. Control de carne estéril sin inóculo ( y
Dilución 1/506 deI inmunosuero. Dilución 1/1500 del conjugado de
estreptavidina-peroxidasa.
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Figura 117.24. Estimación por un ELISA indirecto de la capacidad de los
anticuerpos anti-PC biotinizados de reconocer las cepas de Ps.
J7uorescens AH-YO (e ), DC-5 (o ), DC-7 ( O ) y NT-19 ( U ) en
carne cruda estéril y sonicadas. Control de carne estéril sin inóculo
( y ). Dilución 1/500 del inmunosuero. Dilución 1/1500 del
conjugado de estreptavidina-peroxidasa.
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y = -1,3782 + 0,1974 x;
0,4
0,2
0,0
-0,2
-0,4
= 0,93; Adj.r2 = 0,93
(p = 0,0001)
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Figura 117.25. Relación entre los recuentos en placa de bacterias psicrotrofas y los
valores de absorbancia a 405 nm obtenidos por la técnica del ELISA
indirecto en muestras de carne cruda mantenidas a 40C.
Dilución 1/500 de los anticuerpos biotinizados anti-PC. Dilución
1/1500 del conjugado de estreptavidina-peroxidasa. Cada punto de la
gráfica corresponde a la media de los resultados de seis experiencias
distintas realizadas con cuatro muestras diferentes de carne refrigerada.
E
O
‘O
e
cl
CC
ca
O
cl
.0
Ls
e
u,
.0CC
o
e
e
e
e
e
e
ee
e
e
-0,6
4 5 6 7 8
Log. nCc/em 2
RESULTADOS 133
IV.5.2. TECNICA DEL ELISA SANDWICH
Para la detección y cuantificación de Ps. fiuorescens y de otras bacterias
psicrotrofas de la carne cruda refrigerada, también se desarrolló un ELISA
sandwich.
IV.5.2.1. Determinación de la concentración idónea de los
reactivos que intervienen en el ensayo
Tras realizar algunas experiencias previas, se comprobó que la dilución
óptima de los anticuerpos de captura y de detección era la de 1/1000 y la de
1/250, respectivamente. Asimismo, la dilución óptima del conjugado se
estableció en 1/3000.
Los antígenos empleados en el ensayo fueron 1) las muestras de carne
cruda estéril inoculadas con distintas concentraciones de varias cepas de Ps.
fiuorescens; 2) las mismas muestras sonicadas y 3) las muestras sonicadas de
carne comercial refrigerada.
IV.5.2.2. Anticuerpos anti-proteína E (anti-PF)
En la figura IV•26 se muestran los valores de absorbancia a 405 nm
obtenidos por la técnica de ELISA sandwich al analizar las muestras de carne
estéril inoculadas con cultivos puros de las cepas de Rs. fiuorescens AH-YO,
DC-5, DC-Y y NT-19 a las concentraciones de 108, 107, 106, 105 y ío~
ufc/cm2. Como puede aprecíarse, los anticuerpos anti-PF detectan la presencia
de las cuatro cepas de Rs. fiuorescens estudiadas con una sensibilidad similar,
siendo su límite de detección de í0~ ufc/cm2.
En la figura IV.2Y se observa que cuando se enfrentan los anticuerpos
anti-PF a las distintas cepas sonicadas de Ps. fluorescens, los valores de
absorbancia a 405 nm son mayores que los que se obtienen frente a las células
intactas. No obstante, el límite de detección para todas las cepas de Ps.
fiuorescens analizadas se mantiene en 105 ufc/cm2.
Finalmente, la figura IV.28 muestra la relación existente entre los
recuentos en placa de las bacterias psicrotrofas de las muestras de carne cruda
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refrigeradas a 40C y los valores de absorbancia a 405 nm obtenidos con el
ensayo del ELISA sandwich en las muestras sonicadas. Estos dos parámetros
se relacionan en el intervalo de l0~-lO~ ufc/cm2 mediante la ecuación:
Log. absorbancia = -1,6992 + 0,2508 log (13),
que presentó un coeficiente de regresión de r2 = 0,91 y un coeficiente de regresión
ajustado de Adj.r2 = 0,90 (p = 0,0001), siendo (13) el contenido de bacterias
psicrotrofas por cm2 de carne. Cada punto de la gráfica corresponde a la media de
los resultados de seis experiencias distintas realizadas con cuatro muestras
diferentes de carne cruda refrigerada.
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Figura 117.26. Estimación por un ELISA sandwich de la capacidad de los
anticuerpos anti-PF de reconocer las cepas de Ps. fluorescens
AH-YO (@ ), DC-5 ( O ), DC-Y ( o ) y NT-19 ( U ) en carne
cruda estéril. Control de carne estéril sin inóculo ( y ). Dilución
1/1000 de los anticuerpos de captura y 1/250 de los anticuerpos de
detección. Dilución 1/3000 del conjugado de
estreptavidina-peroxidasa.
3 4 5 6 7 8 9
Log. ufc/cm 2
RESULTADOS 136
4 5 6 7
Figura 117.27. Estimación por un ELISA sandwich de la capacidad de los
anticuerpos anti-PF de reconocer las cepas de Ps. fluorescens
AH-YO ( e ), DC-5 ( o ), DC-Y ( o ) y NT-19 (1 U ) en carne
cruda estéril y sonicadas. Control de carne estéril sin inóculo ( Y).
Dilución 1/1000 de los anticuerpos de captura y 1/250 de los
anticuerpos de detección. Dilución 1/3000 del conjugado de
estreptavidina-peroxidasa.
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y = -1,6992±0.2508 x;
0,6
0,4
0,2
0,0
-0,2
-0,4
= 0,91; Adj.r2 = 0,90
(p = 0,0001)
Figura 117.28. Relación entre los recuentos en placa de bacterias psicrotrofas y los
valores de absorbancia a 405 nm obtenidos por la técnica del
ELISA sandwich en las muestras de carne cruda mantenidas a 40C.
Dilución 1/1000 de los anticuerpos de captura y 1/250 de los
anticuerpos de detección anti-PF. Dilución 1/3000 del conjugado
de estreptavidina-peroxidasa. Cada punto de la gráfica corresponde
a la media de los resultados de seis experiencias distintas
realizadas con cuatro muestras diferentes de carne refrigerada.
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IV.5.2.3. Anticuerpos anti-pared celular (anti-PC)
Los resultados del ELISA sandwich de la figura IV.29 indican que los
anticuerpos anti-PC también reconocen con la misma especificidad la
presencia de las cuatro cepas de Ps. fiuorescens analizadas, con un límite de
detección de io~ ufc/cm2. La figura IV.30 muestra los valores de la
absorbancia a 405 nm de las muestras de carne cruda estéril inoculadas con las
cuatro cepas de Ps. fiuorescens y sometidas a sonicación. Se observa que la
sonicación mejora la capacidad de los anticuerpos anti-PC de reconocer la
presencia de dichas cepas en las muestras de carne analizadas.
Por último, la figura IV.31 refleja la relación existente entre los
recuentos en placa de las bacterias psicrotrofas de las muestras de carne cruda
refrigerada y los valores de absorbancia a 405 nm de las muestras sonicadas
cuando se emplean los anticuemos anti-PC y la técnica del ELISA sandwich.
A partir de los resultados obtenidos se ha establecido la siguiente ecuación que
permite cuantificar la tasa de bacterias psicrotrofas de la carne cruda
refrigerada, en el intervalo de ío~-ío~ ufc/cm2:
Log. absorbancia = -1,5066 + 0,2297 log (B),
cuyos coeficientes de regresión (r2) y de regresión ajustado (Adj.r2) son de
0,92 (p = 0,0001), donde (B) es el contenido de bacterias psicrotrofas por cm2
de carne cruda.
Como se hizo con la leche, la especificidad de los anticuerpos anti-PF y
anti-PC para reconocer la presencia de diversas bacterias psicrotrofas de la
carne se determinó también por técnicas inmunoenzimáticas (ELISA). Los
resultados de las experiencias realizadas (no mostrados), tanto del ELISA
indirecto como del ELISA sandwich, fueron básicamente similares a los
obtenidos en la leche, permitiendo deducir que: 1) Los anticuerpos anti-PF
reconocen únicamente las cepas de Pseudomonas (Ps. fluorescens, Ps.
aeruginosa y Ps. fragi); 2) Los anticuerpos anti-PC reconocen, además de las
cepas del género Pseudomonas, otras bacterias psicrotrofas, aunque su
especificidad no es homogénea en todos los casos•
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Figura 117.2 9. Estimación por un ELISA sandwich de la capacidad de los
anticuerpos anti-PC de reconocer para detectar las cepas de Ps.
fluorescens AH-70 ( e ), DC-5 ( o ), DC-7 ( O ) y NT-19 ( u ) en
carne cruda estéril. Control de carne estéril sin inóculo ( y). Dilución
1/1000 de los anticuerpos de captura y 1/250 de los anticuerpos de
detección. Dilución 1/3000 del conjugado de
estreptavidina-peroxidasa.
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Figura !17•30. Estimación por un ELISA sandwich de la capacidad de los
anticuerpos anti-PC de reconocer las cepas de Ps.
fluorescens AH-YO ( e ), DC-5 ( O ). DC-7 ( o ) y NT-19 ( U )
en carne cruda estéril y sonicadas. Control de carne estéril sin
inóculo ( y ). Dilución 1/1000 de los anticuerpos de captura y
1/250 de los anticuerpos de detección. Dilución 1/3000 del
conjugado de estreptavidina-peroxidasa.
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y = -1,5066+ 0,2297x;
0,6
= 0,92; Adj.r2 = 0,92
(p = 0,0001)
Figura ¡17.3]. Relación entre los recuentos en placa de bacterias psicrotrofas y los
valores de absorbancia a 405 nm obtenidos por la técnica del ELISA
sandwich en muestras de carne cruda mantenidas a 40C. Dilución
1/1000 de los anticuerpos de captura y 1/250 de los anticuerpos de
detección anti-PC. Dilución 1/3000 del conjugado de
estreptavidina-peroxidasa. Cada punto de la gráfica corresponde a la
media de los resultados de seis experiencias diferentes realizadas
para cuatro muestras de carne independientes.
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CAPITULO V
DISCUSION
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VA. AISLAMIENTO, PURIFICACION Y CARACTERIZACION
PARCIAL DE LA PROTEíNA F DE LA MEMBRANA EXTERNA
DE Ps. fluorescens
Como se ha señalado en la exposición del problema a investigar, el
objetivo de este trabajo consistía en la detección de Ps. fiuorescens y de otras
bacterias psicrotrofas en la leche cruda y en la carne fresca refrigeradas,
utilizando métodos inmunoenzimáticos (ELISA). Para ello, se obtuvieron en
conejos inmunosueros frente a la proteína F de la membrana externa de Ps.
fiuorescens AH-YO y frente a células vivas de la misma cepa.
La mayoría de los trabajos publicados sobre la identificación y
caracterización de las proteínas de la membrana externa de las bacterias se han
realizado con microorganismos de la familia Enterobacteriaceae, siendo más
escasas las referencias bibliográficas acerca de la caracterización de las
proteínas de la membrana externa de las pseudomonas. Miura y Mizushima
(1968) fueron los primeros investigadores que estudiaron la posibilidad de
separar las proteínas de la membrana externa de E. coli utilizando las técnicas
de centrifugación en un gradiente de densidad de sacarosa. Más tarde, Osborn
y col., (1913), modificaron la técnica para separar las proteínas de la
membrana externa de S. typhimuriurn. Estas técnicas se basan en la diferente
solubilidad de las proteínas de la membrana en detergentes, como e[ tritón
X-100, el dodecil-sulfato, etc, y sirven para determinar las características ‘y
comportamiento antigénico de las proteínas de la membrana externa de
muchos microorganismos.
Mizuno y Kageyama (19Y8) sometieron a electroforesis en geles de
poliacrilamida con dodecil sulfato sódico las preparaciones de la membrana
externa de varias cepas de Ps. aeruginosa y observaron cinco bandas
polipeptídicas mayoritarias y similares en todas las cepas analizadas, con unos
pesos moleculares aparentes de 50.000, 45.000, 33.000, 21.000 y 8.000
daltones. Estos resultados han sido confirmados por otros investigadores. Una
de estas proteínas de membrana, la proteína F, se encuentra en la superficie
celular y muestra receptores antigénicos específicos que son comunes a las
diferentes cepas de Rs. aeruginosa analizadas, lo cual facilita su accesibilidad y
reactividad antigénica.
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La proteína E es una poma que posee la propiedad de formar poros que
atraviesan la región hidrofóbica de la membrana externa bacteriana (Nakae,
1976; Rancock y col., 1979; Benz y Hancock, 1981). Debido a esta
característica, la proteína F desempeña un papel fundamental en la
permeabilidad de la membrana externa, facilitando el paso al interior de la
célula de sustancias hidrofílicas en función de su tamaño molecular. Estudios
realizados a partir de liposomas reconstituidos con porinas purificadas de Ps.
aeruginosa han sugerido que, si bien la proteína F de esta bacteria es capaz de
formar canales de difusión mucho más amplios que las porinas de las
enterobacterias (Hancock y Nikaido, 1918; Hancock y col., 1919), únicamente
el 1% de las moléculas de proteína F son funcionalmente activas en la
formación de poros, lo cual explicaría la resistencia intrínseca de Ps.
aeruginosa a los antibióticos (Angus y col., 1982). Esto, unido a la
comprobación de que la proteína E está antigénicamente relacionada en todas
las cepas de Ps. aeruginosa estudiadas (Mutharia y Hancock, 1983; 1985), ha
potenciado la utilización de la proteína F en forma de vacunas, al ser un
agente inmunoterapéutico eficaz e inócuo frente a diversas infecciones
causadas por esta bacteria (Gilleland y col., 1984; 1988).
Como sabemos, la mayor parte de los microorganismos que constituyen
la flora psicrotrofa de los alimentos pertenecen al género Eseudornonas,
siendo Ps.fiuorescens su especie más frecuente. Teniendo esto en cuenta, se ha
procedido al aislamiento, purificación y caracterización parcial de la proteína
E de Ps. fiuorescens AH-YO.
Son numerosas las técnicas descritas para la extracción e identificación
de las proteínas de membrana de las bacterias Gram-negativas (Hancock y
Nikaido, 1978; Mízuno y Kageyama, 1918, 1979; Hancock y Carey, 1979). En
este trabajo se ha utilizado la metodología empleada por Yoshimura y col.,
(1983) en el aislamiento y purificación de la porina F de Ps. aeruginosa. La
técnica se basa, esencialmente, en romper las células por sonicación y
recuperar las proteínas de la membrana externa mediante sucesivas
ultracentrifugaciones, utilizando dodecil-sulfato de litio (LDS) como
detergente base para la solubilización de las proteínas durante su extracción.
Teniendo en cuenta que las intensas interacciones hidrofóbicas que se
producen entre los componentes de la membrana externa de las bacterias
Gram-negativas, juegan un papel fundamental en el mantenimiento de su
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integridad estructural, el empleo de detergentes jónicos a base de
dodecil-sulfato es muy útil para solubilizar las proteinas y prevenir la
reagregación de los componentes disociados (Seikizara y Eukui, 19Y3; Thomas
y McNamee, 1990).
Siguiendo pues el protocolo de extracción de Yoshimura y col., (1983),
hemos obtenido cinco sobrenadantes que se han sometido a electroforesis en
geles de poliacrilamida con SDS. Los resultados de la electroforesis (Fig.
IV. 1) reflejan que las sucesivas ultracentrifugaciones efectuadas eliminan las
proteínas de la membrana citoplásmica y la mayor parte de las proteínas de la
membrana externa (líneas B. C. D y E). La última ultracentrifugación
proporcionó un sobrenadante que contenía, esencialmente, dos proteínas
mayoritarias de la membrana externa de Ps.fiuorescens AH-YO (líneas E y 1-1).
Estas dos proteínas se identificaron como E y H al comparar sus pesos
moleculares con los descritos por otros investigadores para las mismas
proteínas de Ps. aeruginosa (Mizuno y Kageyama, 1918; Yoshimura y col,
1983).
Conviene recordar que, debido a las fuertes interacciones no covalentes
de las proteínas F y H con el peptidoglicano de la pared celular, ambas
proteínas permanecen asociadas a este componente de la región periplásmica
durante su extracción (Mizuno y Kageyama, 1979; Yoshimura y col, 1983).
Por ello, las dos proteínas se recuperaron después de solubilizar la membrana
externa en LDS con cloruro de litio, compuesto que reduce la intensidad de
los enlaces hidrofóbicos aumentando la solubilidad de las proteínas en la fase
acuosa.
El protocolo utilizado para el aislamiento de las proteínas mayoritarias
de la membrana externa de Ps. fiuorescens AH-YO se repitió con otras cepas
seleccionadas (Ps. fluorescens AR-lí, B-52, DC-5 , DC-? y NT-19),
comprobándose (Fig. IV.2) que las proteínas E y 1-1 eran comunes en las seis
cepas de Ps. fiuorescens estudiadas. De acuerdo con estos resultados, las
proteínas E y 1-1 podrían ser comunes a todas las cepas de Ps. fluorescens
conocidas. Además, los pesos moleculares de las proteínas F y FI fueron
respectivamente de 33.052 y 17.532 daltones, encontrándose, por lo tanto,
dentro del rango de pesos moleculares descritos por diversos investigadores
para estas proteínas de Ps. aeruginosa (Mizuno y Kageyama, 1918;
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Yoshimura y col., 1983; Gilleland y col, 1984; 1988).
Algunos investigadores han señalado cierta similitud estructural y
funcional entre las proteínas E y H de la membrana externa de Ps. aeruginosa
y algunas proteínas de la membrana externa de otras bacterias
Gram-negativas, como E. coli. (Mizuno y Kageyama, 1979). No obstante,
Labadie y Desnier (1992), utilizando anticuerpos policlonales frente a la
proteína E de Ps. fragi y técnicas de “irnrnunoblotting”, comprobaron la falta
de reactividad de dichos anticuerpos frente a bacterias Gram-negativas como
E. coli y otros microorganismos Gram-positivos. Esta observación les llevó a
sugerir que la proteína F era específica del género Pseudomonas. Los
resultados de este trabajo han demostrado que la proteína E está
antigénicamente relacionada en todas las cepas de Ps.fiuorescens analizadas.
Una vez aisladas e identificadas las proteínas E y H de la membrana
externa, comunes a todas las cepas de Ps. fiuorescens analizadas, se procedió a
la purificación de la proteína E de Ps. fiuorescens AH-YO por cromatografía
de filtración en gel de Sephacryl S-200 en presencia de SDS. La metodología
empleada fue semejante a la descrita por Yoshimura y col., (1983) en la
purificación de la proteína E de Ps. aeruginosa. Los resultados de la
cromatografía proporcionaron un pico de absorción máxima a 280 nm,
seguido de otro de menor tamaño (Hg. IV.3). Por electroforesis en geles de
poliacrilamida con SDS se determinó que la fracción cromatográfica del
primer pico eluido contenía una proteína monomérica correspondiente a la
proteína E, común a todas las cepas de Ps. fluorescens analizadas (figura
IV.4). Como ya se ha señalado, el peso molecular aparente de la proteína E de
Ps. fluorescens fue de 33.052 daltones, similar al obtenido por diversos
investigadores para la proteína E de Ps. aeruginosa (Hancock y Nikaido, 1918;
l-lancock y Carey, 1919; Mizuno y Kageyama, 1919; Yoshimura y col, 1983;
Gilleland y col, 1984; 1988)
Los resultados, tanto de la elución cromatográfica (figura IV.3) como de
la migración electroforética de la proteína E de Ps. fiuorescens AH-YO (figura
IV.4), coinciden con los obtenidos en el aislamiento de la proteína E de Ps.
aeruginosa por Yoshimura y col., (1983).
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V.2. OBTENCION DE INMUNOSUEROS
Como ya se ha señalado en la Introducción de esta memoria, de todos los’
métodos disponibles para detectar y cuantificar rápidamente los
microorganismos de los alimentos, los inmunológicos presentan múltiples
ventajas debido a su elevada sensibilidad, especificidad, rapidez y bajo coste.
Puesto que la mayor parte de los microorganismos que constituyen la
flora psicrotrofa de los alimentos pertenecen al género Pseudornonas y dado
que Ps.fluorescens es su especie más frecuente, se pensó que quizá los
anticuerpos policlonales obtenidos frente a la proteína E (anti-proteína E o
anti-PF) y frente a las células vivas (anti-pared celular o anti-PC) de Ps.
fiuorescens AH-YO fueran útiles para evaluar la calidad microbiológica de la
leche y de la carne cruda refrigeradas.
Son numerosos los trabajos publicados en los que se han utilizado como
antígenos células bacterianas enteras; ello ha permitido obtener anticuerpos de
óptima calidad para la detección inmunológica de diversos microorganismos.
Islam y Stimson (1987), utilizando como inmunógenos células bacterianas de
Shigella flexneri, tanto vivas como inactivadas, obtuvieron anticuerpos
monoclonales altamente específicos frente a este microorganismo. También se
han utilizado como inmunógenos células vivas o inactivadas de Salmonella sp.
(Paterson y Tiffin, 1988; Torensma y col., 1992) y de Listeria rnonocytogenes
(Torensma y col., 1993). Diversos investigadores han sugerido que los
tratamientos de inactivación (calor, agentes químicos, etc.) a los que se
someten las células bacterianas pueden dar lugar a la exposición de
determinados antígenos intracelulares o bien a alteraciones en la configuración
estructural de los antígenos de la membrana externa. De aquí que el empleo de
células inactivadas pueda generar inmunosueros portadores de anticuerpos que
no reconocen la estructura celular de las bacterias vivas (Stya y col., 1984;
Islam y Stimson, 198Y). De acuerdo con estas observaciones, en este trabajo se
han utilizado células vivas de Ps.fiuorescens AH-YO en la inmunización de los
conejos.
Los conejos son los animales más empleados en la obtención de
anticuerpos policlonales, debido a que son de fácil manejo y mantenimiento,
generan un buen volumen de suero y responden bien a una gran variedad de
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antígenos (Dunbar y Schwoebel, ¡990). Además, conviene señalar que la
inmunogenicidad de un antígeno generalmente aumenta al hacerlo la distancia
filogenética entre la especie que lo posee y la receptora.
La inmunización de los conejos con la proteína F purificada y con las
células vivas de Ps. fiuorescens AH-YO proporcionó un volumen suficiente de
los correspondientes inmunosueros anti-PF y anti-PC.
Obtenidos los inmunosueros, se purificaron por precipitación selectiva
con sulfato amónico. La precipitación selectiva de las inmunoglobulinas con
sulfato amónico es el método más utilizado en la separación de las proteínas de
sus soluciones y, en particular, en la separación de los anticuerpos o
inmunoglobulinas del inmunosuero total. La técnica se basa en añadir un
tampón que contiene concentraciones elevadas de iones fuertemente cargados,
como amonio o sulfato, a una solución en la que las proteínas se encuentran
unidas a las moléculas de agua formando puentes de hidrógeno. Los iones de
amonio y de sulfato compiten con las moléculas proteicas por el agua y las
proteínas, al perder su unión con las moléculas de agua, disminuyen su
solubilidad y precipitan.
La purificación parcial de los inmunosueros por precipitación con
sulfato amónico presenta las siguientes ventajas:
a) la solución de sulfato amónico, a valores de saturación, presenta una
molaridad suficientemente elevada como para producir la
precipitación de casi todas las proteínas, a las que protege frente a la
desnaturalización previniendo además el crecimiento microbiano.
b) es un método económico, sencillo y aplicable a volúmenes grandes
de suero.
c) es útil para la concentración y purificación de anticuerpos de
cualquier especie.
d) minimiza las interacciones inespecíficas entre los anticuerpos y
determinados metabolitos o sustancias cuya superficie posee
una configuración molecular similar a la de los epítopos del
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antígeno a analizar.
La utilización de los anticuerpos precipitados con sulfato amón¡co en tas
técnicas del ELISA indirecto y del ELISA sandwich desarrolladas en este
trabajo requiere, a veces, su conjugación previa con la biotina.
V.2.1. CONJUGACION DE LOS ANTICUERPOS PURIFICADOS CON LA
BIOTINA
La detección y cuantificación de un antígeno o anticuerpo por técnicas
inmunoenzimáticas (ELISA) requiere la utilización de conjugados de
enzima-proteína. Aunque la preparación de estos conjugados generalmente se
basa en la interacción covalente entre el enzima y el anticuerpo (Nakane y
Kawaoi, 1914), en los últimos años se ha generalizado la utilización del
complejo biotina-avidina. En este trabajo la biotina se conjugó con los
anticuerpos anti-PF y anti-PC de la manera descrita por Bonnard y col.,
(1984). Los anticuerpos biotinizados se detectaron con un conjugado
comercial de estreptavidina unida a un enzima.
Las ventajas del sistema de amplificación biotina-avidina se deben a la
afinidad excepcionalmente elevada de la avidina por la biotina (1015 Nl-1) y a
la gran estabilidad de esta interacción no covalente. La biotina, conjugada
tanto con moleculas de alto como de bajo peso molecular, es fácilmente
reconocida por la avidina, proteína antibacteriana presente en la clara de
huevo (Oreen, 1915). En el caso de las reacciones inmunoenzimáticas. cada
inmunoglobulina se une a varias molélulas de biotina (al menos 4), facilitando
el anclaje de las moléculas de avidina a los anticuerpos conjugados. La
conjugación anticuerpo-biotina está basada en la reacción del grupo
carboxílico de la biotina con los grupos amino libres de las proteínas. En este
trabajo, para facilitar la unión de la biotina a las inmunoglobulinas de interés,
se ha utilizado un éster de la biotina denominado
biotinil-N-hidroxisuccinimida (BNHS). Este reactivo es hidrosoluble y fácil de
manejar, reaccionando con los anticuerpos a través de los grupos amino libres
de las proteínas, normalmente los del aminoácido lísína.
Debido al bajo peso molecular de la biotina y a las condiciones de la
conjugación, su unión con el anticuerpo evita los efectos perjudiciales que
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tienen lugar cuando los anticuerpos se conjugan con un enzima; además no
afecta a la afinidad del anticuerpo por el antígeno (Wilchek y Bayer. 1988).
De otra parte, y en las mismas condiciones, los anticuerpos conjugados con la
biotina son más estables que los conjugados de anticuerpo-enzima. No
obstante, la avidina presenta uniones no específicas atribuidas a la basicidad de
su molécula y a su contenido de cadenas hidrocarbonadas (hexosas y
aminoazúcares). Para eliminar esta limitación, la avidina de la clara de huevo
se sustituye por la estreptavidina bacteriana (Nerurkar y col., 1984), que es
una proteína neutra no glucosilada producida por Streptomyces avdinii.
Aunque los inmunosueros totales pueden conjugarse directamente con la
biotina (Bayer y col., 1916), en este trabajo se han empleado los anticuerpos
parcialmente purificados con el fin de evitar en las técnicas de ELISA las
reacciones inespecíficas debidas a la unión de la biotina con otras proteínas del
inmunosuero.
Los anticuerpos anti-PF y anti-PC de interés se emplearon en e~l
desarrollo de las técnicas inmunoenzimáticas del ELISA indirecto y del
ELISA sandwich con el fin de determinar su utilidad en la detección de Ps..
fluorescens y de otras bacterias psicrotrofas de la carne y de la leche cruda
refrigeradas.
V.3. DETECCION POR METODOS INMUNOENZIMATICOS
fELISA), DE Ps. fluorescens Y DE OTRAS BACTERIAS
PSICROTROFAS DE LA LECHE CRUDA REFRIGERADA
En primer lugar, se desarrolló un ELISA indirecto como método de
aproximación rápido para la detección de Ps. fiuorescens y de otras bacterias
psicrotrofas de la leche cruda refrigerada; después se puso a punto otra
variante más sensible, el ELISA sandwich.
En la realización de la técnica del ELISA indirecto se utilizaron los
anticuerpos anti-proteína F (anti-PF) y anti-pared celular (anti-PC) de Ps.
fluorescens AH-YO parcialmente purificados con sulfato amónico y un
conjugado comercial de anti-inmunoglobulinas de conejo marcadas con el
enzima peroxidasa de rábano.
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Antes de comprobar la capacidad de detección de Ps. fluorescens y de
otras bacterias psicrotrofas de la leche cruda refrigerada por parte de los
anticuerpos anti-PF y anti-PC, se determinó si su empleo en la técnica del
ELISA indirecto permitía reconocer la presencia de Ps. fluorescens en
muestras de leche UI-IT inoculadas experimentalmente con este
microorganismo.
Los resultados obtenidos indicaron que, si bien los anticuerpos anti-PF y
anti-PC reconocían la presencia de la cepa de Ps. fluorescens AH-JO en
tampón PBS, no lo hacían en las muestras de leche analizadas. La incapacidad
del ELISA indirecto de reconocer a Ps. fiuorescens AH-YO en la leche se debe
probablemente a que algunos de sus componentes (caseínas, proteínas deL
suero, etc.) interfieren en la adsorción de los microorganismos a los pocillos
de las placas de ELISA. Para mejorar la sensibilidad del ensayo se desarrollé
un ELISA sandwich en el que como anticuerpos de captura se utilizaron los
anti-PF y anti-PC y como anticuemos de detección estos mismos conjugados a
la biotina. La detección del complejo antigeno-anticuerpo/biotina se efectué
con un conjugado comercial de estreptavidina marcada con peroxidasa de
rábano.
El ELISA sandwich es una de las técnicas con mayor aplicación en el
análisis de los alimentos debido a su gran especificidad y sensibilidad, en
comparación con otras variantes de ELISA. La especificidad de esta técnica se
atribuye a la utilización de anticuerpos específicos (anticuerpos de captura),
que se adsorben a los pocillos de las placas capturando los antígenos de la
muestra frente a los que se obtuvieron. Por ello, y a diferencia de lo que
sucede con el ELISA indirecto, los anticuerpos de detección no se encuentran
en los pocillos con una mezcla de antígenos heterogénea, sino sólo con los
anclados por los anticuerpos de captura. Por otro lado, y como ya se ha
descrito en la sección V.2 de este trabajo, la conjugación con la biotina de los
anticuerpos de detección y su ‘revelado” con avidina o estreptavidina
amplifica la respuesta inmunológica, aumentando la sensibilidad. Esto se debe
a que al encontrarse las inmunoglobulinas unidas a muchas moléculas de
biotina, el conjugado de estreptavidina-peroxidasa encuentra más lugares de
anclaje a los anticuerpos que cuando se utilizan como conjugado los
anticuerpos anti-inmunoglobulinas de especie marcadas con el mismo enzima.
Además, debido a que la afinidad de la avidina por la biotina es mayor que la
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del anticuerpo por su antígeno (1015 M-1 frente a ío~-ío~ M-1) su unión es
más eficaz, más rápida y más estable, lo que disminuye la variabilidad interna
de los ensayos.
Los resultados obtenidos al utilizar anticuemos anti-PF y anti-PC y la
técnica del ELISA sandwich, se han descrito en la sección IV.4.2 de este
trabajo. Determinadas las concentraciones óptimas de los reactivos que
intervienen en el ensayo, se comprobó la especificidad de los inmunosueros
ami-PP y anti-PC para reconocer la presencia de las cepas de Ps. jiuorescens
AH-YO, AR-l 1, 13-52, DC-5, DC-? y NT-19 inoculadas a distintas
concentraciones en leche UI-IT. Como se observa en la figura IV.ll, tos
anticuerpos anti-PF reconocen fácilmente la presencia de Ps. fluorescens
AH-YO en la leche analizada a partir de las 104 ufc/ml, con un aumento de la
absorbancia, en el intervalo comprendido entre 103 y 108 ufc/ml, que es
proporcional a la concentración de bacterias.
Cuando se emplean anticuerpos anti-PC, los valores de la absorbancia
son mayores. Estos anticuerpos también detectan a Ps. fiuorescens AH-YO a
partir de los mismos niveles que los anticuerpos anti-PE. En ambos casos, la
especificidad de los anticuerpos para reconocer al resto de las cepas de Ps.
fiuorescens en muestras de leche disminuye significativamente entre niveles de
ío~- 106 ufe/mí. Esto podría atribuirse a que la proteína E y otros
componentes antigénicos de la pared celular de Ps. fluorescens AH-YO
contienen determinados epítopos específicos que no se encuentran en las otras
cepas de Pseudornonas analizadas.
En el caso concreto de los anticuerpos anti-PF, la diferencia de
especificidad observada también podría deberse a una degradación parcial de
la proteína F, dependiendo de la actividad proteásica de cada bacteria; ello
podría variar el número de epítopos de dicha proteína de unas cepas a otras
(Labadie y Desnier, 1992).
Cuando se sonicaron las muestras de leche inoculadas con Ps.
fluorescens, aumentó la capacidad de los anticuemos anti-PF (Fig. IV.12) y
anti-PC (Ng. IV.lY) de reconocer las cepas inoculadas. Al analizar las
muestras sonicadas frente a los anticuerpos anti-PC, los valores de absorbancia
fueron mayores que los obtenidos frente a los anticuerpos anti-PF. El aumento
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de la absorbancia de las muestras sonicadas frente a las que contienen célula:s
intactas, indica que el tratamiento de las células con ultrasonidos contribuye a
la liberación de proteína F y de otros componentes antigénicos de su pared
celular, favoreciendo con ello la exposición de un mayor número de epítopos
a los anticuerpos anti-PF y anti-PC.
Comprobada la capacidad de detección de Ps. fluorescens por los
anticuerpos anti-PF y anti-PC, se trató de establecer si su utilización en la
técnica del ELISA sandwich permitía la detección y cuantificación de los
microorganismos psicrotrofos de la leche cruda. En el caso de los anticuerpos
anti-PF, la representación gráfica de la relación entre los recuentos
bacterianos de las muestras de leche cruda y la absorbancia de las muestras
sonicadas, dió como resultado una recta (Fig. IV.14) cuya ecuación fue la
siguiente: Log. absorbancia405 nm = -2,3908 + 0,3191 (B), con un coeficiente
de regresión (r2) de 0,90 y un coeficiente de regresión ajustado (Adj.r2) de0,88 y con un valor de p = 0,0003. El coeficiente de regresión ajustado es el
parámetro estadístico más adecuado cuando el número de muestras de que se
parte no es grande. De la expresión Adj. r2 = 0,88 (p = 0,0003) se deduce que
hay una relación estrecha entre el número de microorganismos psicrotrofos
de las muestras de leche y la absorbancia de dichas muestras.
Cuando se emplearon anticuerpos anti-PC, el coeficiente de regresión
ajustado de la ecuación que relaciona los recuentos bacterianos de la leche
cruda con la absorbancia de la sonicada, fue alto (Adj. r2 = 0,96) y
significativo (p = 0,0001). Por lo tanto, también es grande la correlación
entre el aumento de los valores de la absorbancia y el de la tasa de bacterias
psicrotrofas de la leche cruda refrigerada (Fig. IV.18).
De los resultados obtenidos se deduce que con los anticuerpos anti-PF y
anti-PC y la técnica del ELISA sandwich descrita en este trabajo, se detecta y
cuantifica la tasa de microorganismos psicrotrofos de la leche cruda
refrigerada, en el intervalo comprendido entre 105 y ío~ ufc/ml. No obstante,
debido a las variaciones que pueden producirse en los ensayos realizados entre
distintos laboratorios e incluso entre diferentes operarios de un mismo
laboratorio, es necesario introducir muestras de referencia para la estimación
de la calidad microbiológica de la leche cruda refrigerada.
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Si se comparan globalmente los resultados obtenidos en los ensayos del
ELISA sandwich con anticuerpos anti-PF (Eigs. IV.1l, IV.12 y IV.14) y
anti-PC (Eigs. IV.16, IV.IY y IV.18), se aprecia que, con los últimos, los
valores de absorbancia son generalmente mayores que con los anticuerpos
anti-PF. Una de las razones que podrían explicar este resultado es que la
proteína F está fuertemente ligada al peptidoglicano y forma poros que
atraviesan la región hidrofóbica de la membrana externa bacteriana. Es
posible que en determinados momentos del metabolismo celular, esta proteína
oculte los epítopos que normalmente expone en la superficie bacteriana, con lo
que sería menor su accesibilidad a los anticuerpos anti-PF. Por otra parte, la
menor sensibilidad de los anticuerpos anti-PF para reconocer distintas cepas
de Ps. fluorescens se debería a que al haberse producido frente a una sola
proteína (proteína F), reconocen a un menor número de epítopos que los
anti-PC, que se originan frente al conjunto de los antígenos de la pared celular
bacteriana.
También se ha determinado la especificidad de los anticuerpos anti-PF y
anti-PC en el reconocimiento de la presencia de diferentes bacterias
psicrotrofas en leche UHT. Mientras los anticuemos anti-PF sólo reconocen
las especies de Pseudornonas (Ps.fiuorescens, Ps. aeruginosa y Ps.fragi) (Fig.
IV.15), los anti-PC reconocen también otras bacterias psicrotrofas (Eig.
IV.19). La incapacidad de los anticuerpos anti-PF de reconocer géneros
bacterianos distintos de Pseudomonas sugiere, coincidiendo con los resultados
de Labadie y Desnier (1992), que el poder antigénico de la proteína F se
mantiene en las distintas especies del género Pseudomonas.
El principal inconveniente de la técnica descrita del ELISA sandwich es
la poca sensibilidad de los anticuerpos anti-PF, comparados con los anti-PC,
para reconocer otras cepas de Rs. fiuorescens distintas de la cepa AH-YO, así
como otras bacterias psicrotrofas de la leche cruda refrigerada. No obstante,
los resultados obtenidos permiten concluir que ambos inmunosueros detectan
y cuantifican la flora psicrotrofa de la leche cruda refrigerada desde niveles
de l05~106 ufc/ml. Una de las principales ventajas de la técnica del ELISA
sandwich es que no requiere el aislamiento ni la concentración previa de los
microorganismos de la leche. Debido al limite de detección conseguido y a su
simplicidad, rapidez y bajo coste, la técnica del ELISA sandwich podría
utilizarse para detectar leches cuyos niveles de bacterias psicrotrofas sean lo
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suficientemente elevados como para limitar su vida útil y la de otros
productos lácteos.
VA. DETECCION POR METODOS INMUNOENZIMATICOS
(ELISA), DE Ps. fluorescens Y DE OTRAS BACTERIAS
PSICROTROFAS DE LA CARNE CRUDA RERIGERADA
La detección de Ps. fluorescens y de otras bacterias psicrotrofas de la
carne cruda refrigerada se realizó con ayuda de los anticuerpos anti-PF y
anti-PC y las técnicas inmunoenzimáticas del ELISA indirecto y ELISA
sandwich.
Como se describe en la sección IV.5, los ensayos inmunoenzimáticos con
carne se desarrollaron empleando un procedimiento similar al descrito para la
leche. No obstante, mientras en las experiencias realizadas con La leche no fue
preciso el aislamiento inicial de los microorganismos de las muestras a
analizar, en el caso de la carne primero hubo que aislar las bacterias presentes
en las muestras.
Dado que la alteración de la carne refrigerada es un fenómeno
fundamentalmente superficial (McMeekin, 1982; Gilí, 1983; Notermans y
Kampelmacher, 1983), conviene prestar atención a los aspectos implicados en
la adhesión de los microorganismos a la superficie de la carne. El mecanismo
de adhesión de las bacterias a la superficie de la carne no se conoce con
exactitud, puesto que tanto la célula bacteriana como la superficie muscular
presentan estructuras muy complejas (Notermans y Kampelmacher. 1983). El
grado de adhesión de las bacterias a la superficie de la carne depende de
numerosos factores como el tipo de microorganismos, la naturaleza de la
superficie de la carne, la movilidad bacteriana, el pH, la temperatura, etc.
(Firstenberg-Eden y col., 1918; Piette e Idziac, 1992; Selgas y col., 1993).
Asimismo, exámenes microscópicos de carne alterada han confirmado la
presencia de microorganismos atrapados en estructuras como células
musculares (Benedict y col., 1990), células adiposas o fibras tendinosas (Piette
e Idziac, 1991). Para detectar y cuantificar los microorganismos psicrotrofos
que se desarrollan en la carne refrigerada es fundamental utilizar soluciones
de lavado que permitan recoger la mayor cantidad de bacterias adheridas a su
superficie. Se ha demostrado que, en general, las bacterias móviles
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Gram-negativas proliferan más facilniente en la superficie de la carne que las
bacterias inmóviles Gram-positivas. Por otra parte, Appl y Marshall (1984)
han sugerido que las modificaciones de la concentración iónica de las
soluciones de lavado pueden aumentar la tasa de microorganismos recogida de
la superficie de la carne. Basándose en diversas experiencias efectuadas con
Pseudornonas, los autores citados concluyeron que de los derivados dorados,
el KCI es el que permite recoger una mayor concentración de
microorganismos de la superficie de la carne. Por todo ello, para recoger tas
células de Ps. fluorescens y de otras bacterias psicrotrofas de la superficie de
la carne elegimos una solución O,lM de KCI.
Debe advertirse que si bien las experiencias descritas en este trabajo se
han realizado con carne porcina, los resultados que a continuación se discuten
podrían aplicarse a la carne de vacuno, ovino y aves, ya que no hay evidencias
que indiquen que la carne de especies animales diferentes posea una flora
distinta responsable de su alteración (Gilí y Newton, 1982).
V.4.1. DETECCION DE Rs. fluorescens Y DE OTRAS BACTERIAS
PSICROTROFAS POR LA TECNICA DEL ELISA INDIRECTO
.
UTILIZANDO EL SISTEMA DE AMPLIFICACION BIO’HNA-AVIDINA
Para el desarrollo de esta técnica se conjugaron con la biotina los
anticuerpos anti-PF y anti-PC parcialmente purificados y su detección,
después de biotinizados y unidos a sus antígenos específicos, se realizó
mediante un conjugado de estreptavidina-peroxidasa.
Los resultados obtenidos utilizando como antígenos muestras de carne
estéril inoculadas con cepas de Ps. fluorescens (AH-YO, DC-5, DC-? y
NT-19), indican que los anticuerpos anti-PF (Ng. IV.20) y tos anti-PC
(IV.23) reconocen la presencia de todas las cepas de Rs. fluorescens
analizadas, a partir de niveles de ío~ ufc/cm2. En el intervalo comprendido
entre ío~ y 108 ufc/cm2, la absorbancia aumenta proporcionalmente a la
concentración bacteriana de las muestras. A diferencia de lo que sucede con la
leche, en las muestras de carne estéril los anticuerpos anti-PF (Eig. IV.20) y
anti-PC (Fig. IV.23) detectan todas las cepas de Ps. fluorescens con una
especificidad parecida. Posiblemente ello se debe a que, para la detección
inmunológica de Ps. fiuorescens de la carne, los microorganismos se recogen
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de la superficie de las muestras con una solución salina, mientras los análisis
inmunoenzimáticos de la leche se realizan sin una extracción previa de tos
microorganismos de las muestras.
Al extraer y someter a sonicación las muestras de carne estéril
inoculadas con las cepas de Pseudornonas, se observa que aunque el limite de
detección se mantiene en ío~ ufc/cm2, tanto los anticuemos anti-PF (Fig.
IV.21) como los anti-PC (Fíg. IV.24), reconocen mejor las cepas de Ps.
fiuorescens en las muestras sonicadas. El aumento en de la absorbancia de las
muestras sonicadas respecto de las que contienen células intactas nos hace
pensar, al igual que en la leche, que el tratamiento con ultrasonidos de las
células podría contribuir a la liberación de proteína F y de otras proteínas de
la membrana externa, favoreciéndose así la exposición a los anticuerpos de un
mayor número de determinantes antigénicos.
Las figuras IV.22 y IV.25 muestran la eficacia de los anticuerpos
anti-PF y anti-PC y de la técnica del ELISA indirecto en la detección y
cuantificación de las bacterias psicrotrofas de muestras comerciales de carne
mantenidas en refrigeración. En el caso de los anticuerpos anti-PF, la
representación gráfica de la relación existente entre los recuentos bacterianos
de las muestras de carne cruda y la absorbancia de las muestras sonicadas, fue
una recta (Fig. IV.22) cuya ecuación: Log. absorbancia
405 nm -1,4013 +
0,1955 (13), presentó un coeficiente de regresión (r2) de 0,89 y un coeficientede regresión ajustado (Adj.r2) de 0,88, con un valor de p = 0,0001. Por tanto,
la expresión Adj. r2 = 0,88 (p = 0,0001) indica que hay una relación estrecha
entre el número de microorganismos psicrotrofos y la absorbancia de las
muestras de carne. El coeficiente de regresión ajustado de la ecuación que
relaciona los recuentos bacterianos de la carne cruda y la absorbancia de las
muestras sonicadas, al emplear en el ensayo los anticuerpos anti-PC, fue lo
suficientemente elevado (Adj. r2 = 0,93) y significativo (p = 0,000 1) como
para afirmar que también en este caso hay una gran correlación entre el
aumento de la absorbancia y el de la tasa de bacterias psicrotrofas de la carne
refrigerada (Fig. IV.25).
De los resultados obtenidos se deduce que, utilizando los anticuerpos
anti-PF y anti-PC y la técnica del ELISA indirecto, se detectan y cuantifican
los microorganismos psicrotrofos de la carne cruda refrigerada en el
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intervalo comprendido entre ío~ y lO~ ufc/ml. No obstante y como ya se ha
señalado, debido a las variaciones que pueden producirse en los ensayos
realizados entre distintos laboratortos e incluso entre diferentes operarios de
un mismo laboratorio, deben introducirse muestras de referencia para
estimar la calidad microbiológica de la carne cruda refrigerada.
La técnica del ELISA indirecto desarrollada es sencilla y rapida, ya que
para completarla se necesitan menos de 4 horas. Además, dentro del intervalo
de detección de los inmunosueros, la técnica puede aplicarse para determinar
los recuentos de microorganismos psicrotrofos de la carne antes de que
manifieste signos de alteración.
V.4.2. DETECCION DE Rs. tiuorescens Y DE OTRAS BACTERIAS
PSICROTROFAS UTILIZANDO LA TECNICA DEL ELISA SANDWICH
En el ELISA sandwich desarrollado en este trabajo, como anticuerpos de
captura se utilizaron los anti-PF y anti-PC y como anticuemos de detección
los mismos, pero conjugados a la biotina.
En las condiciones citadas, los anticuerpos anti-PF (Fig. IV.26) y
anti-PC (Fig.IV.29) detectan la presencia de Ps.fiuorescens en las muestras de
carne estéril a partir de í0~ ufc/cm2, siendo su especificidad parecida en todas
las cepas analizadas. En las mismas muestras sonicadas (Figs. IV.2Y y IV.30),
la especificidad de los inmunosueros para reconocer las cepas de Pseudornonas
es mayor.
Las figuras IV.28 y IV.31 indican que tanto los anticuerpos anti-PF
como los anti-PC pueden emplearse en la técnica del ELISA sandwich para
cuantificar la tasa de bacterias psicrotrofas que se desarrollan en la carne
refrigerada. Para ello se utiliza la ecuación de la recta que correlaciona los
recuentos bacterianos por cm2 de carne cruda y la absorbancia de las muestras
sonicadas, en el intervalo comprendido entre ío~ y 1O~ ufc/cm2. En este caso
los coeficientes de regresión ajustados fueron también altos (Adj. r2 = 0,90 y
0,92 al emplear los anticuemos anti-PF y anti-PC, respectivamente) y muy
significativos (p = 0,0001 en ambos casos). Consecuentemente, se puede
afirmar que el aumento de la población de bacterias psicrotrofas y el de la
absorbancia están estrechamente relacionados.
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Los resultados de la detección de Ps. fluorescens y de otras bacterias
psicrotrofas de la carne refrigerada mediante el ELISA indirecto y el ELISA
sandwich fueron similares. En consecuencia, ambas técnicas pueden ser útiles
en el análisis microbiológico de la carne cruda.
V.5• COMPARACION DE LAS TECNICAS INMUNOENZIMATICAS
(ELISA) DESARROLLADAS CON OTROS METODOS RAPIDOS
DE ANÁLISIS MICROBIOLOGICO DE LOS ALIMENTOS
Como ya se ha señalado en la Introducción de esta memoria (11.3), las
técnicas de detección e identificación de microorganismos han evolucionado
notablemente en los últimos años, debido a la necesidad de disponer de
métodos más rápidos y fiables aplicables al análisis microbiológico rutinario
de los alimentos (Firstenberg-Eden y Sharpe, 1991). A continuación se
resumen las principales ventajas e inconvenientes de las técnicas
inmunoenzimáticas (ELISA) desarrolladas en este trabajo y se compara su
utilidad con la de otros métodos rápidos de análisis microbiológico de los
alimentos.
En este trabajo se ha comprobado que con los anticuerpos anti-PF y
anti-PC de Rs. fiuorescens AH-lO y con las técnicas del ELISA sandwich y del
ELISA indirecto, se puede estimar la calidad microbiológica de la leche cruda
y de la carne fresca refrigeradas, antes de que los recuentos de bacterias
psicrotrofas alcancen valores que modifiquen la calidad organoléptica de
ambos alimentos.
Los límites de detección de las técnicas inmunoenzimáticas (ELISA)
desarrolladas en este trabajo, son iguales a los descritos por otros
investigadores que las han utilizado para detectar en los alimentos la presencia
de una gran variedad de microorganismos patógenos y de sus toxinas
(Peterkin y Sharpe, 1984; Shah y Rhea, 1986; Annan-Prah y Janc, 1988;
Mattingly y col., 1988; Mirhabibollahi y col., 1990; Merino y col., 1993). Por
ello se proponen como pruebas rápidas para determinar la calidad
microbiológica de la leche y de la carne refrigeradas. Conviene señalar que
estas técnicas permiten analizar un gran número de muestras, son sencillas de
realizar y su coste no es elevado.
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Al revisar los distintos métodos rápidos de análisis microbiológico de los
alimentos, se ve que existen otras técnicas para estimar la calidad
microbiológica de la carne y la leche, que superan en sensibilidad y en rapidez
a las del ELISA. Entre ellas, la prueba del Limulus detecta niveles muy bajos
de bacterias Gram-negativas (l02~ 104 ufc/ml o cm2) en 1 hora
aproximadamente. No obstante, a pesar de su sensibilidad y rapidez, el
principal inconveniente de la prueba del Limulus radica en que su utilización
para fines rutinarios se encuentra limitada en gran medida por el elevado
coste del usado de amebocitos (Jarvis y Faster, 1981; Svensson y
Hahn-Hágerdal, 1981).
Otra de las técnicas rápidas utilizadas en el análisis microbiológico de los
alimentos es la epifluorescencia directa sobre filtro (DEFT). Su limite de
detección es del orden de lO~ ufc/ml o cm2, su correlación con el método de
recuento en placa es grande y los resultados se obtienen en menos de 1 horn
(Pettipher y Rodriguez, 1982; Shaw y col., 1981). Estas ventajas han
impulsado su desarrollo como prueba rápida de control rutinario de la calidad
microbiológica de los alimentos. Sin embargo, la compleja preparación de las
muestras que requieren un tratamiento previo con tripsina y Tritón X-l00 ‘~‘
la fatiga de los operarios al realizar los recuentos bacterianos al microscopio,
han llevado a su automatización con analizadores computerizados de imágenes
que, aunque facilitan el trabajo, elevan considerablemente el coste del método
(Pettipher, 1986: Pettipher y col., 1992).
La impedimetria se considera actualmente como una de las técnicas
instrumentales más prometedoras y con mayor potencial de aplicación en la
detección de microorganismos en alimentos (Firstenberg-Eden y Zindulis,
1984; Bishop y White, 1986). Posee las ventajas de ser sencilla e
informatizable, pero presenta el inconveniente de su baja relación
sensibilidad/rapidez, ya que cuanto menores son los recuentos mayor es el
tiempo necesario para la obtención de resultados. Así, para límites de
detección que se aproximan a los alcanzados con las técnicas
inmunoenzimáticas (ELISA) (l0~-I0~ ufc/ml o cm2), el tiempo necesario para
la obtención de resultados es mayor, alrededor de Y horas. Además, es elevado
el coste del instrumental necesario para medir la impedancia de las muestras e
informatizar los resultados obtenidos.
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La bioluminiscencia es otro de los métodos más rápidos y eficaces de
establecer el contenido total de microorganismos de los alimentos, ya que en
sólo 10-20 minutos detecta poblaciones bacterianas de alrededor de í0~ ufc/ml
o g (Wood y Gibbs, 1982). No obstante, a pesar de su simplicidad y rapidez,
presenta algunos inconvenientes como la necesidad de eliminar el ATP no
microbiano del alimento, lo que dificulta la preparación de las muestras a
analizar. El elevado coste del luminómetro y la limitada estabilidad del
reactivo (luciferín-luciferasa), impide su aplicación en el análisis
microbiológico rutinario de los alimentos (Martínez y Rodrigo, 1981).
Por último, una prueba rápida, sencilla y barata, desarrollada para
estimar la calidad microbiológica de la carne y la leche refrigeradas es la
basada en la actividad aminopeptidásica ligada a la pared celular de las
bacterias Gram-negativas (Pérez de Castro y col., 1988, 1989; Alvarado y
col., 1992). Con ella se detectan tasas de bacterias psicrotrofas a partir de ío~
ufc/cm2 ó ml en, aproximadamente, 2,5 horas. Si bien este método parece
aceptable para el control rutinario de la calidad de la carne, su principal
inconveniente en la estimación de la calidad microbiológica de la leche es su
pérdida de sensibilidad debido a la dificultad en la recogida de los
microorganismos de las muestras de leche. A este respecto, es importante
recordar que una de las ventajas de la técnica del ELISA sandwich
desarrollada en este trabajo, es que no requiere el aislamiento o
concentración previa de los microorganismos de las muestras de leche, lo cual
facilita enormemente su manejo.
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1.- El aislamiento y caracterización de las proteínas mayoritarias de la
membrana externa de Ps. fluorescens, puso de manifiesto la existencia de dos
proteínas comunes a todas las cepas analizadas y que se identificaron como F y
H al comparar sus pesos moleculares con los descritos por otros
investigadores para estas proteínas de Rs. aeruginosa. La separación de las
proteínas F y H por cromatografía de filtración en geles de Sephacryl 5-200
permitió la purificación a homogeneidad de la proteína F, cuyo peso
molecular aparente fue de 33.052 daltones.
2.- La inniunización de dos lotes de conejos, uno con proteína F de Ps.
fluorescens AFI-70 y otro con células vivas de la misma cepa, permitió
disponer de inmunosueros anti-proteína F (anti-PF) y anti-pared celular
(anti-PC), que se utilizaron en el desarrollo de las técnicas inmunoenzimáticas
del ELISA indirecto y del sandwich para detectar y cuantificar Ps. ftuorescens
y otras bacterias psicrotrofas de la leche y carne.
3.- La utilización de los anticuerpos anti-PF y anti-PC en las técnicas
inmunoenzimáticas permite concluir que, si bien los anticuerpos policlonales
anti-PF son específicos del género Pseudo monas, los anticuerpos anti-PC,
además de reconocer distintas especies del género Pseudomonas, reconocen
también otras bacterias psicrotrofas. El tratamiento previo de las muestras de
leche y carne con ultrasonidos mejora sensiblemente la especificidad de los
anticuemos.
4.- Con los anticuerpos anti-PF y anti-PC y la técnica del ELISA
indirecto desarrollada, no se detectó la presencia de Ps. fluorescens en la
leche. Sin embargo, los mismos anticuerpos con la técnica del ELISA
sandwich, detectaron diversas cepas de Ps. fluorescens en las muestras de
referencia. También se pudo detectar y cuantificar esta especie y otras
bacterias psicrotrofas en la leche cruda refrigerada, en el intervalo
comprendido entre I0~ y ío~ ufc por ml.
5.- En el caso de la carne, tanto con la técnica del ELISA indirecto
como con la del ELISA sandwich, los anticuerpos antí-PE y anti-PC
detectaron distintas cepas de Ps. fluorescens en las muestras de referencia. En
la carne cruda refrigerada y en el intervalo comprendido entre ío~ y 109 ufc
por cm2, permitieron detectar y cuantificar Ps. fluorescens y otras bacterias
psicrotrofas.
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De los resultados descritos en este trabajo, puede concluirse que el
empleo de los anticuemos policlonales anti-proteína F (anti-PF) y anti-pared
celular (anti-PC) de Ps. fluorescens AH-70 permiten la detección y
cuantificación de Ps. fluorescens y de otras bacterias psicrotrofas en la leche
cruda y en la carne fresca refrigeradas mediante el desarrollo de técnicas
inmunoenzimáticas (ELISA) apropiadas. Sin embargo, uno de los factores
limitantes para llevar a cabo esta detección son los anticuemos policlonales.
La obtención de anticuerpos policlonales está condicionada a su
obtención in vivo a partir de animales de experimentación, por lo que su
disponibilidad se encuentra limitada por la necesidad de inmunizar nuevos
lotes de conejos. Esta limitación obliga a pensar en el empleo, con el mismo
fin, de los anticuerpos monoclonales. El desarrollo de la tecnología de
obtención de anticuerpos monoclonales (Kohler y Milstein, 1975) ha supuesto
un gran avance en el campo de la inmunología aplicada, ya que permite la
obtención de clones de células híbridas o hibridomas que producen, de fonna
continua e ilimitada, anticuerpos monoespecíficos de actividad biológica
conocida y especificidad constante.
En los últimos años han sido numerosos los trabajos de investigación que
utilizan anticuerpos monoclonales en la detección inmunológica de
microorganismos y toxinas microbianas en los alimentos (Thompson y col.,
1986; Notermans y col., 1987; Mattingly y col., 1988; Lee y col., 1990). Por
ello, es lógico proponer como trabajo futuro la obtención de anticuerpos
monoclonales específicos frente a la proteína F y las células enteras de Ps.
fluorescens AH-70, con el objeto de evaluar la calidad microbiológica de la
leche y la carne cruda refrigeradas. No obstante, para ello será necesario
desarrollar los siguientes objetivos parciales:
1.- Inmunización in vivo de ratones Balb/c con la proteína F y las
células enteras de Ps. ftuorescens AI-l-70.
2.- Fusión de los linfocitos extraídos del bazo de los ratones
inmunizados con células de mieloma de ratón (P3X63-Ag. 8-653).
3.- Identificación de los hibridomas productores de los anticuerpos
monoclonales, lo que se realizará mediante el desarrollo de un ELISA
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indirecto apropiado para tal fin.
4.- Selección de los hibridomas productores de los anticuerpos
monoclonales de interés.
5.- Clonación, expansión y congelación de los hibridomas productores
de los anticuemos monoclonales específicos frente a la proteína F y las células
enteras de Ps. fluorescens AH-70.
6.- Producción a gran escala de los anticuerpos monoclonales de interés,
mediante la inoculación de los hibridomas productores de los anticuemos
monoclonales en la cavidad peritoneal de ratones Balb¡c.
7.- Purificación de los anticuemos monoclonales del líquido ascítico de
los ratones sensibilizados, por precipitación selectiva con sulfato amónico.
8.- Evaluación de los anticuerpos monoclonales obtenidos en la
detección e identificación de Ps. fluorescens y otras bacterias psicrotrofas,
utilizando diversas variantes de las técnicas inmunoenzimáticas (ELISA).
9.- Utilización de los anticuerpos monoclonales anti-PF y anti-PC para
evaluar la calidad microbiológica de la leche y la carne cruda refrigeradas.
Finalmente, es interesante señalar que los avances realizados en los
últimos años en las técnicas de ingeniería genética aplicadas a la obtención de
fragmentos activos de anticuemos, están teniendo importantes repercusiones
en el análisis de alimentos. Estos avances combinan la capacidad de expresar
proteínas eucariontes en bacterias con el aislamiento y amplificación de los
genes que codifican las regiones variables de los anticuerpos, por la reacción
en cadena de la polimerasa (PCR) y con los sistemas de selección que permiten
el aislamiento de los anticuerpos de una fonna mucho más sencilla y rápida
que la seguida en la selección de los anticuerpos monoclonales (Chiswell y
McCafferty, 1992).
Los anticuerpos recombinantes obtenidos por manipulación genética.
presentan las siguientes ventajas sobre los anticuerpos policlonales y
monoclonales: 1) se obtienen en menos tiempo; 2) ofrecen la posibilidad de
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prescindir de la inmunización de animales de experimentación y 3) permiten
la obtención de reactivos de afinidad y especificidad precisas, mediante la
utilización de técnicas que modifican la estructura y características del lugar
de unión del anticuerpo con el antígeno. Estas ventajas hacen pensar en la
posibilidad de obtener también anticuemos recombinantes para estimar ]a
calidad microbiológica de la leche y de la carne refrigeradas.
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